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« We can learn so much from the diversity of life. 
Biology sometimes reveals its general principles 
Through that which appears to be arcane and even bizarre. 
But in evolution, function is frequently fundamentally conserved 
At the mechanistic and molecular levels, 
And what changes is the extent and setting 
In which the various molecular processes are played out. 
Thus, what may at first look like an exception in biology 
Often turns out to be the manifestation of a molecular process 
That is much more fundamental. 
Such was the case with the ciliated protozoa and their telomeres and telomerase ». 
 
 
 
Liz H Blackburn, Carol W Greider & Jack W Szostak 
Nature Medicine, 2006 
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Résumé 
 
En hématologie, du fait de leur évolution favorable, les tumeurs spontanément regressives comme les 
modèles myéloïde de la mastocytose, et lymphoïde de la papulose lymphomatoïde sont peu étudiés. La 
mastocytose est une hémopathie myéloproliférative clonale dont les lésions cutanées peuvent régresser 
spontanément chez l’enfant alors que la maladie est chronique chez l’adulte. Les mutations chez 
l’enfant sont en partie différentes de celles retrouvées chez l’adulte. Nous avons montré in vivo dans 
les mastocytoses pédiatriques une expression diminuée de la télomérase, associée à des télomères 
courts. In vitro, grâce à deux modèles cellulaires comportant différents mutants de KIT de « type 
pédiatriques » ou de « type adulte », nous avons montré une augmentation de la longueur des 
télomères dans le mutant adulte, associée à une moindre sénescence comparées aux mutants 
pédiatriques sans pour autant mettre en évidence de différence dans l’expression et l’activité de la 
télomérase. Ces observations permettent en partie d’expliquer la régression des formes pédiatriques. 
La papulose lymphomatoïde est une lymphoprolifération cutanée T CD30+ dont les lésions régressent 
spontanément sans traitement. Cependant 10 à 20% des cas sont associés à un lymphome. Nous avons 
étudié la physiopathologie d’expression du PDGFRβ dans les cellules tumorales via l’activation de 
Notch1. L’étude des télomères et de la télomérase in vivo et in vitro est préliminaire, et montre 
notamment des télomères courts dans les cellules tumorales. En conclusion, nous montrons d’une part 
que la longueur des télomères dans les mastocytoses et la papulose lymphomatoïde est corrélée à 
l’évolution de la maladie, d’autre part, nous identifions un type de mutation potentiellement agressive 
dans les mastocytoses. Nous recommandons le génotypage systématique de cette pathologie dans le 
but d’un suivi clinique attentif lorsque les lésions sont persistantes ou évolutives. 
Mots clés : mastocytose, papulose lymphomatoïde, télomères, télomérase, KIT. 
 
Spontaneously regressive hemopathies: mastocytosis and lymphomatoid papulosis 
 
Childhood mastocytosis and lymphomatoid papulosis are mostly spontaneously regressive diseases. 
Mastocytosis is a clonal myeloproliferative disease; whereas cutaneous forms may regress 
spontaneously especially in childhood, the disease is chronic among adults. KIT mutations are 
different between children and adults. We showed in vivo that children with mastocytosis display 
decreased telomerase expression with shorter telomere length. In vitro, using infected cells with 
different KIT mutants, "paediatric" or "adult " one, we found longer telomere among adult mutant with 
decreased senescence compared to paediatric mutant, without significant differences of telomerase 
expression and activity. These observations could explain the regression in paediatric mastocytosis. 
Lymphomatoid papulosis is a primary cutaneous CD30+ T-cell lymphoproliferative disorder. 
Cutaneous lesions are spontaneously regressive but association with a T-cell lymphoma is observed in 
10 to 20% of cases. We studied PDGFRβ expression to explain proliferative phase and telomere 
biology to understand the regressive phase of the disease. Our result showed that PDGFRβ expression 
in CD30+ cells was associated to short telomeres. In conclusion, we showed for the first time that 
telomere length in mastocytosis and lymphomatoid papulosis seemed to be correlated with disease 
outcome; on the other hand, we identify a mutation potentially aggressive. Taken together, we 
recommend to systematically look for KIT mutation among each patient with mastocytosis in order to 
carefully monitor them when the cutaneous lesions are persistent and/or progressive. 
Keywords: mastocytosis, lymphomatoid papulosis, telomeres, telomerase, KIT. 
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TBST ou TTBS : Tris buffer saline with tween 
WT : Wild type 
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Il existe des tumeurs spontanément régressives. Ces tumeurs sont le plus souvent de « bas grade » 
histologique. La première hypothèse évoquée lors la régression tumorale spontanée est l’erreur 
diagnostique. Après relecture du dossier histologique et biologique et confirmation diagnostique, le 
suivi évolutif démontre que certains « cancers » ont effectivement la caractéristique de régresser 
spontanément, sans traitement. Peu de données fondamentales permettent d’expliquer et de démontrer 
la régression. En 1990, Challis et al ont publié une méta-analyse des publications du XXe siècle ; sans 
retrouver de démonstration scientifique et fondamentale expliquant la régression (Challis and Stam, 
1990). 
La mastocytose et la papulose lymphomatoïde sont des hémopathies myélo- et lymphoprolifératives 
clonales se manifestant principalement par des lésions cutanées. Le plus souvent, la mastocytose peut 
régresser spontanément chez l’enfant alors que l’adulte présente une pathologie chronique. Les lésions 
de papulose lymphomatoïde régressent spontanément sans traitement, et sans distinction d’âge. Il 
existe pour ces deux pathologies une « transformation » possible en sarcome ou leucémie à mastocytes 
pour la mastocytose, et en lymphome pour la papulose lymphomatoïde. Pour ces deux pathologies, il 
n’existe pas de facteur prédictif de régression ou d’évolution agressive. 
L’objectif de ce travail de thèse est d’étudier la biologie des télomères et de la télomérase dans ces 
pathologies spontanément régressives, faisant suite, pour la partie mastocytose au projet de thèse 
soutenue par le Dr S. Georgin-Lavialle. Le travail sur la papulose lymphomatoïde est original et les 
résultats sont préliminaires. 
Après les rappels introductifs, les résultats sont présentés sous formes d’un article original et d’une 
revue de la littérature pour la partie sur la mastocytose. Les résultats du travail sur la papulose 
lymphomatoïde sont présentés dans le texte. A la fin du manuscrit, après le chapitre de « conclusion 
générale et perspectives », sont présentés les articles publiés ou en cours de publication sur la 
mastocytose. 
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PROLIFERATION TUMORALE ET REGRESSION SPONTANEE 
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1. PARADOXE : PATHOLOGIES TUMORALES SPONTANEMENT REGRESSIVES 
 
1.1. TUMEURS NEUROLOGIQUES 
 
Les tumeurs pédiatriques d’origine neurologique forment un groupe hétérogène de tumeurs solides 
responsables d’une importante morbidité et mortalité en onco-pédiatrie. Certaines présentent 
cependant la caractéristique de régresser spontanément comme le neuroblastome de stade IVs (Evans 
et al., 1980) ou encore certains gliomes pédiatriques de bas grade (Schmandt SM, et al., 2000). Chez 
les adultes, les gliomes de bas grade évoluent souvent vers la progression ou la transformation en 
gliomes de haut grade (McCormack et al., 1992) (Watanabe et al., 1997). Dans ces tumeurs, bien que 
la physiopathologie ne soit pas clairement expliquée, le métabolisme des télomères semble être 
impliqué. En effet, la longueur des télomères est maintenue au cours du temps uniquement chez les 
patients avec des tumeurs agressives et récidivantes (Tabori et al., 2006). L’activité diminuée de la 
télomérase est un facteur prédictif de survie dans les épendymomes intra-crâniens (Tabori et al., 2006). 
De même pour la surexpression de la sous-unité hTERT dans les tumeurs neuro-ectodermiques 
(Didiano et al., 2004). Enfin, deux équipes ont rapporté l’efficacité de molécules anti-télomérase sur 
des lignées tumorales issues de neuroblastomes et de tumeurs neuro-ectodermiques (Didiano et al., 
2004) (Binz et al., 2005) (Maris et al., 2007). 
Les paragangliomes de la tête et du cou (Hammer et al., 2012) ne sont habituellement pas décrites 
comme régressives, cependant, un cas de régression unilatérale post-chirurgie controlatérale a été 
publié, sans chimiothérapie adjuvante, sans récidive. 
Au total, pour les tumeurs neurologiques pédiatriques régressives, il semblerait que le 
raccourcissement des télomères et/ou l’absence de maintien de leur longueur soient responsables des 
régressions, conséquence probable d’une sénescence proliférative des cellules tumorales.  
 
1.2. TUMEURS SOLIDES : EXEMPLE DES TUMEURS DU PANCREAS 
 
Herreros-Villanueva et al (Herreros-Villanueva et al., 2012) mettent en avant les erreurs diagnostiques 
avec les pancréatites auto-immunes pouvant mimer la symptomatologie carcinomateuse. Dans cette 
revue, les auteurs signalent peu de cas documentés de régression spontanée d’adénocarcinome 
pancréatique. Et un seul cas de régression complète a été rapporté chez un garçon de 14 ans atteint 
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d’une tumeur pseudo-papillaire du pancréas avec métastases hépatiques, sans traitement après un suivi 
de 13 ans (Yoon and Lim, 2012).  
Balzer et al (Balzer and Ulbright, 2006) ont rapporté en 2006 une importante série de tumeurs 
germinales spontanément régressives également appelées « burned out » séminomes. 
Aucune étude scientifique et fondamentale n’a été effectuée sur ces cas dont les évolutions sont 
imprévisibles. L’accent est mis le plus souvent sur les erreurs diagnostiques et les proliférations 
plasmocytaires à IgG4 dans les pancréatites auto-immunes. 
 
1.3. TUMEURS VASCULAIRES 
 
Les hémangioblastomes sont des tumeurs bénignes sporadiques qui, dans 20 à 30% des cas, sont 
associées au syndrome de Von Hippel Lindau (VHL). Un seul cas de régression de deux lésions après 
chirurgie exérèse d’une troisième lésion a été publié (Lindvall and Brännström, 2008). La 
physiopathologie de la régression n’a pas été évoquée. En 1997, Benjamin et al (Benjamin and 
Keshet, 1997) ont mis en évidence dans un modèle murin la dépendance au VEGF des tumeurs 
« hémangioblastome-like ». Il n’existe à ce jour pas de corrélation directe entre le VEGF/VEGF 
récepteur et la régression spontanée de ces tumeurs. Néanmoins, une régulation négative de VHL sur 
l’expression de VEGF a été décrite (Siemeister et al., 1996). 
 
1.4. TUMEURS HEMATOLOGIQUES 
 
Les leucémies transitoires sont des formes particulières de leucémies mégacaryoblastiques survenant 
chez les enfants atteints de trisomie 21 et disparaissant le plus souvent spontanément dans les 3 
premiers mois de vie (Zipursky, 2003). Une activité télomérasique a été retrouvée dans les cellules 
leucémiques de leucémie mégacaryocytaire non régressives, mais pas dans les formes bénignes 
retrouvées au cours de la trisomie 21 (Holt et al., 2002). C’est la seule explication physiopathologique 
connue à ce jour et elle est relativement incomplète (Gamis and Smith, 2012). 
Par ailleurs, plusieurs cas de leucémie lymphoïde chronique / lymphome lymphocytique (LLC) ont été 
décrits et documentés (Herishanu et al., 2012). Il s’agit toujours de LLC de bas grade, suivies sans 
traitement parfois jusqu’à 15 ans après le diagnostic. De rares cas de rémissions sont associés à la 
prise de vérapamil (inhibiteur calcique) (Berrebi et al., 1994), de vaccination contre la variole (1978) 
(Hansen and Libnoch, 1978) ou de prise d’extrait de thé vert (Shanafelt et al., 2006)… Del Guidice et 
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al (Del Giudice et al., 2009) ont étudié le transcriptome de 9 cas ayant tous régressé, et ont montré 
notamment que la voie du BCR était surexprimée dans les LLC régressives. 
Les tumeurs sarcomateuses en hématopathologie sont rares et souvent de mauvais pronostic. Le 
sarcome à cellules dendritiques folliculaires est reconnu comme d’évolution lente mais plusieurs 
études soulignent la potentielle agressivité de cette entité. D’autre part, De Leon-Caces et al (De Leon 
Caces et al., 2012) ont récemment publié un cas de régression d’une masse résiduelle après exérèse 
incomplète de la tumeur.  
La mastocytose et la papulose lymphomatoïde sont développées aux chapitres suivants. 
 
2. PHYSIOPATHOLOGIES ET HYPOTHESES DE REGRESSION 
 
Les cas bien documentés de néoplasies spontanément régressives sont nombreux. Il s’agit 
principalement de pathologies « de bas grade » mais dont le potentiel oncogénique est prouvé 
biologiquement et histologiquement et reconnu dans la classification des tumeurs de l’Organisation 
Mondiale de la Santé. De nombreuses hypothèses sont soulevées et débattues et des études 
transcriptomiques ou protéomiques ont été réalisées mettant surtout en évidence des profils 
inflammatoires cytokiniques particuliers favorisant la régression tumorale.  
Récemment, une étude de protéomique pour un sous-type de neuroblastomes régressifs montre (Yu et 
al., 2011) une inhibition du métabolisme des Rho-GTPase via la surexpression des Rho-GDI 
(RhoGDP-dissociation inhibitor 1). Précédemment pour cette même pathologie, une étude de 
transcriptome a révélé une surexpression d’hTERT dans les neuroblastomes de mauvais pronostic et 
une surexpression des gènes associés à l’apoptose dans les tumeurs régressives (Hiyama et al., 2004; 
Kamei et al., 2009; Onitake et al., 2009). Néanmoins, aucune étude fondamentale n’a confirmé ces 
données. 
Chez le chien, une pathologie vénérienne tumorale transmissible est caractérisée par sa constante 
régression spontanée. Chiang et al (Chiang et al., 2013) ont récemment étudié le profil d’expression 
génique de ces tumeurs, en comparant les profils en phase de prolifération (TGFβ+) et en phase de 
régression (IL6+ et voie Th17+). Schématiquement, d’une part l’IL6 antagonise l’effet du TGFβ, et 
d’autre part la voie Th17 favorise une réponse auto-immune participant à la réponse anti-tumorale et à 
la régression spontanée. 
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Chez le rat, dans un modèle de tumeur hépatique spontanément régressive (Buijs et al., 2012), les 
auteurs soulignent l’importance de l’environnement cytokinique et de la réponse immune anti-
tumorale. 
La compréhension de la réponse immune anti-tumorale n’est pas toujours évidente. Pour exemple, les 
lymphocytes T régulateurs sont associés au bon pronostic dans certains lymphomes mais les études 
sont contradictoires (Lindqvist and Loskog, 2012). Dans les tumeurs solides ils sont au contraire plutôt 
associés à un mauvais pronostic (Facciabene et al., 2012).  
« Chirurgicalement », il existe de nombreux cas publiés de cancers ayant régressé après biopsie 
chirurgicale à visée diagnostique, et/ou après exérèse de la tumeur primitive « entrainant » la 
régression spontanée des métastases (Val-Bernal et al., 2011) (Yagi et al., 2009; von Eckardstein et al., 
2010; Harimoto et al., 2012). Ces données intéressantes mais peu approfondies, soulèvent ainsi de 
nombreuses questions notamment sur l’existence d’une cellule souche tumorale unique et de sa niche, 
essentielle à sa survie et à la croissance tumorale ? 
Des étiologies « vasculaires » sont évoquées. De nombreux cas de phéochromocytomes régressifs ont 
été publiés. Ces régressions survenaient après un épisode hypertensif majeur entrainant la nécrose 
tumorale, authentifiée après exérèse chirurgicale (Delaney and Paritzky, 1969; Suzuki et al., 1984; 
Terai et al., 1989; Zanin et al., 1993).  
Enfin, de nombreuses tumeurs sont développées après stimulation antigénique chronique, notamment 
les lymphomes. A l’inverse la sur-stimulation antigénique au décours d’une pathologie néoplasique a 
été associée à la régression tumorale (Hansen and Libnoch, 1978; Maywald et al., 2004).  
 
Ainsi, nous avons choisi d’explorer le rôle des télomères et de la télomérase au cours des régressions 
des lésions cutanées de mastocytose et de papulose lymphomatoïde.  
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APPLICATION A LA PATHOLOGIE HEMATOLOGIQUE MYELOÏDE : EXEMPLE DE LA 
MASTOCYTOSE 
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L’Association Française pour les Initiatives et la Recherche sur le Mastocyte et les Mastocytoses 
(AFIRMM, 1999) et le CEntre de REférence des MASTocytoses (CEREMAST, 2008), ont recensé et 
pris en charge plus de 4000 patients atteints de mastocytose. Ces centres ont permis le recueil et 
l’étude de nombreux prélèvements sanguins, médullaires et cutanés, nécessaires aux différentes études 
scientifiques menées pour une meilleure compréhension et la recherche d’un traitement optimal de la 
maladie. 
 
La mastocytose se caractérise par l’accumulation de mastocytes dans différents organes. Les organes 
les plus fréquemment atteints au cours des mastocytoses systémiques sont la peau (60-95 %), l'os 
(90 %), le foie (60 %), la rate (50 %) et le tube digestif. Elle touche préférentiellement les sujets 
caucasiens, sans prépondérance de sexe. C’est une maladie sporadique, néanmoins de rares cas 
familiaux ont été rapportés (Chang et al., 2001). 
 
1. LE MASTOCYTE  
 
Le mastocyte a été décrit pour la première fois en 1878 par Paul Ehrlich (Thesis. Leipzig University; 
Beiträge zur Theorie und Praxis der histologischen Färbung. 1878) (Beaven, 2009). C’est une cellule 
mononucléée mesurant 8 à 20 µm de diamètre de forme ronde, ovalaire ou fusiforme, au noyau 
arrondi et central, au cytoplasme basophile et granuleux. Ces granulations métachromiques denses 
mesurent 0,3 à 1,5 µm de diamètre et sont colorées en violet par le Giemsa ou le bleu de toluidine. 
Elles facilitent l’identification des mastocytes. Elles sont peu nombreuses ou absentes en cas de 
dégranulation spontanée ou provoquée (Travis et al., 1988) (Lennert and Parwaresch, 1979). Ces 
granulations intra-cytoplasmiques contiennent de nombreux médiateurs, les principaux étant 
l’histamine, l’héparine et la tryptase. Les mastocytes, présents en quantité variable dans tous les tissus 
(derme, foie, tube digestif, péritoine, moelle osseuse, ganglion, rate) se situent préférentiellement en 
périphérie des vaisseaux et des nerfs (Parwaresch et al., 1985). 
 
Les mastocytes dérivent de cellules souches pluripotentes hématopoïétiques qui se différencient en 
précurseurs mastocytaires CD34- CD117+. Ces précurseurs mastocytaires médullaires passent dans le 
sang puis sous l’influence de chimiokines et cytokines (IL-6, IL-10, SCF), colonisent les tissus où 
s’achève leur différenciation en mastocytes matures (Kitamura et al., 1993) (Agis et al., 1993) 
(Kirshenbaum et al., 1992, 1994; Rottem et al., 1994). 
En libérant certains médiateurs, le mastocyte participe à différents processus biologiques : 
hypersensibilité immédiate, réponse inflammatoire anti-parasitaire, réponse inflammatoire anti-
tumorale, cicatrisation, fibrose, angiogenèse (Schwartz, 2002). Certains médiateurs préformés tels que 
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l'histamine ou la tryptase sont libérés lors de la dégranulation (Lortholary et al., 1991). D'autres 
médiateurs, dits néo-synthétisés, ne sont formés qu'après activation du mastocyte comme les 
leucotriènes B4 et C4, le facteur d’activation des plaquettes et certaines cytokines et chimiokines (IL-3, 
IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, GM-CSF et TNF alpha). La dégranulation des mastocytes peut résulter de deux 
mécanismes distincts (Lortholary et al., 1991) : immunologique (immunoglobulines et certaines 
fractions du complément (C3a, C4a, C5a)) ; non immunologiques (aliments, médicaments, 
stimulations physiques ou émotionnelles) (Marrache et al., 2003). 
 
2. LE RECEPTEUR AU SCF : SCF-R /C-KIT / CD117 
 
Le stem cell factor (SCF) est la principale cytokine impliquée dans la mastocytopoïèse (Valent et al., 
1992; Valent and Bettelheim, 1992; Mitsui et al., 1993; Valent et al., 1994). C-Kit (CD117) est son 
récepteur. Chez la souris, l’invalidation de ces deux gènes conduit à une absence de mastocytes. C-kit 
est un récepteur transmembranaire de type III, appartenant à la famille des tyrosine-kinases, dérivé du 
proto-oncogène KIT localisé sur le chromosome 4q12. Il est exprimé dans divers types cellulaires 
(Valent and Bettelheim, 1992) tels que les progéniteurs hématopoïétiques, les mélanocytes, les cellules 
germinales et les cellules interstitielles de Cajal (cellules pace maker de la couche musculaire lisse 
circulaire interne du tube digestif) (Mcniece and Briddell, 1995), mais les mastocytes sont les seules 
cellules hématopoïétiques qui expriment c-Kit tout au long de leur différenciation (Valent, 1995). C-
Kit comporte un domaine kinase 1 juxta-membranaire, site de liaison de l’ATP, et un domaine kinase 
2, site de l’activité phospho-transférase. La liaison du SCF à c-Kit provoque sa dimérisation et sa 
phosphorylation. Il s’ensuit alors une activation des voies Ras - MAP kinase, Src kinase, STAT et PI3 
kinase/AKT, permettant la migration, la prolifération, la survie et l’activation des mastocytes 
(Linnekin, 1999). 
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3. CLASSIFICATION DES MASTOCYTOSES 
 
On distingue classiquement deux types de mastocytoses : la forme cutanée pure et la forme systémique.  
La mastocytose cutanée pure est une maladie essentiellement pédiatrique, débutant le plus 
souvent avant l’âge de 2 ans, au cours de laquelle les mastocytes infiltrent la peau. Une récente méta-
analyse regroupant plus de 1400 cas publiés depuis 1950 (C. Méni et al. Manuscrit voir chapitre 
résultats II) montre qu’il s’agit dans près de 70% des cas d’un urticaire pigmentaire. Les 
mastocytomes représentent près de 21% des cas, les mastocytoses cutanées diffuses sont plus rares, 
6% des cas (Figure 1). La mastocytose cutanée pure a tendance à régresser naturellement et sans 
traitement. En effet, dans près de 78% des cas la symptomatologie régresse partiellement ou 
totalement après un suivi évolutif médian de 7 ans et jusqu’à 15 et 20 ans pour 2 séries. Cependant, 
chez l’enfant, dans 3% des cas, la mastocytose évolue vers une pathologie agressive ou systémique 
(Figure 2).  
 
Pardanani A. (Pardanani, 2012) a récemment publié un état des lieux des mastocytoses. Les 
mastocytoses systémiques (SM, systemic mastocytosis) forment un groupe hétérogène de 
pathologies chroniques essentiellement de l’adulte (âge moyen au diagnostic : 60 ans) avec 
accumulation de mastocytes dans un ou plusieurs organes (moelle, foie, rate, tube digestif, os). Le plus 
souvent (près de 50% des cas), la pathologie est indolente (ISM, indolent SM), les traitements sont 
symptomatiques luttant contre la libération des médiateurs mastocytaires, les progressions sont rares et 
les patients ont une survie identique à la population générale du même âge. 
La deuxième entité la plus fréquente (environ 40% des cas) est la mastocytose associée à une 
hémopathie clonale non mastocytaire : myélodysplasie, syndrome myéloprolifératif, de rares 
lymphomes et myélomes ont été décrits (SM-AHNMD, SM-associated with a clonal hematologic non-
mast cell lineage disease). La survie globale est largement diminuée, 24 mois, et parfois inférieure en 
fonction de l’hémopathie associée. 
La troisième entité est la forme agressive (ASM, aggressive systemic mastocytosis). Elle représente 
environ 10% des cas L’infiltration mastocytaire s’accompagne d’un défaut de fonctionnement de 
l’organe atteint, associée à des cytopénies et une organomégalie. La survie globale, légèrement 
supérieure à la forme SM-AHNMD, est de 41 mois. 
Enfin, il existe deux formes particulièrement agressives, les leucémies et les sarcomes mastocytaires. 
Ces pathologies ont une survie dramatique de l’ordre de 2 mois, à l’heure actuelle aucun traitement n’a 
montré d’efficacité supérieure. 
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Figure 1 : Présentation clinique de la mastocytose chez 1007 enfants (Adapté de C. Méni et al 
manuscrit chapitre résultats II). 
 
 
 
Figure 2 : Evolution de la mastocytose chez 467 enfants (Adapté de C. Méni et al manuscrit voir 
chapitre résultats II). 
 
 
 
Mastocytose cutanée diffuse 4% 
Mastocytome 24% 
Urticaire  
Pigmentaire 72% 
Rémission complète et partielle 78% 
Stabilisation 19% 
Aggravation 3% 
Dont 25%  
Rémission complète 
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3.1 PHYSIOPATHOLOGIE  
 
Les mutations activatrices de KIT (Table 1) sont associées à plus de 70% des mastocytoses de l’adulte 
(exon 17) et près de 85% des mastocytoses de l’enfant (Furitsu et al., 1993; Tsujimura, 1996; Longley 
et al., 2001; Bodemer et al., 2010). Ainsi, l’activation constitutive de c-Kit permet la différenciation, 
la migration et l’accumulation des mastocytes dans les différents tissus (Akin and Metcalfe, 2004). De 
plus, Georgin-Lavialle et al ont constaté que l’expansion anormale des précurseurs mastocytaires 
sanguins CD34-/c-Kit+ était quantitativement corrélée à l’agressivité de la maladie. 
 
 KIT WT 
KIT muté 
autre que D816x 
KIT D816x 
Enfants 14% 44% 42% 
Adultes 21% 2% 77% 
 
Table 1 : Mutations de KIT associées aux mastocytoses de l’enfant (n=50) (Bodemer et al., 2010) 
et de l’adulte (n=114) (Lanternier et al., 2008) 
 
Les données de l’AFIRMM actualisée sur 115 patients, indiquent que 34,78% des enfants présentent 
une mutation de l’exon 17 (D816I (n=2), D816V (n=35), D816Y (n=3)), 39,14% présentent une 
mutation des exons 8 à 11 (prédominance des mutations Del419Asp (n=19), Ins6 502-503 (n=6), 
K509I (n=6)). Les enfants ne présentant pas de mutation de KIT représentent 26,09% des cas 
(n=30).  
 
La mutation de KIT D816V la plus fréquemment retrouvée chez l’adulte et chez près d’un tiers des 
enfants, touche le domaine phospho-transférase (PTD) à activité tyrosine kinase. Située dans la zone 
catalytique de la tyrosine kinase, elle est naturellement résistante à l’imatinib mésylate (Akin et al., 
2004) (Frost et al., 2002). L’AFIRMM retrouve la mutation D816V dans 85% des cas des formes 
systémiques et 70% des formes cutanées pures. Cette fréquence n’est pas augmentée dans les formes 
agressives. Il existe d’autres mutations codant pour le domaine catalytique de c-Kit : D815K, D816Y, 
insVI815-816, D816F, D816H, D820G, mais ces dernières sont rares et aboutissent également à une 
activation constitutive du récepteur. Les mutations dans le domaine juxta-membranaire de c-Kit sont 
rarement décrites.  
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Parmi les formes pédiatriques, la plupart des études retrouvent la mutation D816V de façon 
« minoritaire ». Sa présence serait associée aux formes systémiques. Chez l’enfant, dans plus de 75%, 
KIT est muté (table 2 et données actualisées) et dans près de 40% des cas dans un domaine autre que 
l’exon 17, surtout les exons 8 et 9 codant pour le domaine extracellulaire (ECD) de c-Kit : insertions 
(insFF419), délétions (D419), délétion-insertions (D417-419insY), duplications en tandem (ITD 
SA501-502, ITD AY502-503, ITD NFAF505-508 etc.), et mutations non sens (D816V, D816Y, 
D816I, C443Y, S476I, K509I, D572A, M541L). Ces mutations induisent comme la mutation D816V 
une autophosphorylation constitutive du récepteur, en activant une signalisation intracellulaire 
différente de la mutation D816V (Yang et al., 2010). Comme illustré dans la figure 3, toutes les 
mutations de KIT activent la voie Stat/SRC, tandis que les mutations ECD activent surtout la voie Akt. 
De plus, les mutants ECD ont une activité proliférative et « transformante » supérieure à celle des 
mutants PTD qui présentent surtout une différenciation mastocytaire (Yang et al., 2010).  
Les formes particulières de mastocytose associée à une leucémie myéloïde à éosinophiles sont 
associées à un réarrangement de FIP1L1 et PDGFRα et moins fréquemment PDGFRβ. 
Par ailleurs, d’autres mutations oncogéniques ont été associées à la mastocytose. Les mutations de 
TET2 sont associées préférentiellement aux mastocytoses agressives. Dubreuil et al ont montré que 
l’inactivation de TET2 augmentait la prolifération et la survie des mastocytes D816V. Des mutations 
de N-RAS ont également été décrites (Tefferi et al., 2009) (Guo et al., 2005; Wilson et al., 2011; 
Soucie et al., 2012).  
 
Enfin, concernant l’évolution particulière de certaines mastocytoses pédiatriques en sarcomes 
mastocytaires ou en leucémies à mastocytes, sur 11 cas décrits dans la littérature d’évolution maligne 
chez l’enfant, 8 ont été génotypés avec des mutations préférentiellement retrouvées au niveau des 
exons 8 à 11, et aucune dans l’exon 17. 
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Figure 3 : Principales mutations de KIT retrouvées dans les mastocytoses de l’enfant et de 
l’adulte et voies de signalisation intracellulaire activées correspondantes, adaptée de P. Dubreuil 
et al. (Yang et al., 2010) 
Les mutations de KIT entraînent une activation constitutive du récepteur. Les mutations retrouvées 
dans les exons 8 à 11 (domaines extracellulaire et juxta-membranaire) entrainent une activation de la 
voie Akt. Au contraire, les mutations de l’exon 17, activent surtout la voie Stat (Etudes menées sur 
cellules murines Baf3). 
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3.2. MANIFESTATIONS CLINIQUES 
 
Les signes cliniques des mastocytoses sont la conséquence de la dégranulation mastocytaire et/ou de 
l’infiltration mastocytaire. Les manifestations cliniques sont hétérogènes et ressenties de diverse 
manière par les patients. Elles sont parfois responsables d’un handicap marqué avec retentissement 
socio-professionnel. Ainsi dans une étude de l’AFIRMM réalisée en 2008 et portant sur plus de 300 
patients, 70% d’entre eux s’estiment handicapés par leur maladie dont 25% sévèrement (Hermine et al., 
2008). Il n’y a pas de corrélation entre ce handicap et (1) la masse mastocytaire, (2) l’agressivité de la 
maladie, (3) le taux de tryptase sérique, (4) les différentes mutations de KIT.  
Tous les organes peuvent être atteints (Travis et al., 1988) :  
- la peau avec le plus souvent un urticaire pigmentaire, mais aussi de rares cas d’atteintes cutanées 
diffuses (Kiszewski et al., 2004),  
- le tube digestif avec des douleurs abdominales dans près d’un tiers des cas, ainsi que des nausées et 
des vomissements, 
- le foie est fréquemment atteint avec dans un tiers des cas un bilan biologique perturbé et une 
hépatomégalie, 
- les os et les muscles : douleurs osseuses dans près de 20% des cas ou douleurs diffuses ostéo-
musculaires sans lésion associée, arthralgies 10%, association à des images radiologiques dans près de 
60% des cas, 
- le système nerveux central est moins fréquemment atteint. Cependant ces atteintes sont probablement 
sous-évaluées et le système nerveux central est également infiltré par des mastocytes. Les atteintes 
psychologiques (Moura et al., 2011, 2012) sont présentes dans 60% des cas : syndrome anxio-
dépressif, irritabilité et comportement agressif, baisse de la libido pour 50% des patients, trouble de 
concentration, l’asthénie parfois handicapante. De rares accidents vasculaires cérébraux ont été décrits 
(Larroche et al., 2005), 
- le coeur avec infiltration mastocytaire des trois tuniques du cœur (Fain et al., 2005) entrainant des 
syndromes d’insuffisance cardiaque, 
- les poumons avec des lésions de fibrose pulmonaire dans environ 15% des cas, des troubles 
mictionnels et des atteintes inflammatoires de la vessie 
Enfin, le risque « aigu » pour le patient atteint de mastocytose est l’anaphylaxie (anesthésie générale, 
venin d’hyménoptère). Une étude espagnole du REMA (réseau espagnol de la mastocytose) (González 
  59 
de Olano et al., 2007) portant sur 210 patients, a montré que les symptômes allergiques authentifiés 
par la présence d’IgE spécifiques sont présents dans près de 25% des cas et 22% des patients 
présentent une anaphylaxie, avec un sexe ratio de 1,6 homme /1 femme pour l’allergie et 2,6 hommes / 
1 femme pour l’anaphylaxie.  
 
3.3. TRAITEMENT 
 
La mastocytose nécessite une adaptation thérapeutique pour chaque patient en fonction des 
manifestations cliniques présentées (Valent et al., 2010). 
Le principal traitement des formes systémiques indolentes est symptomatique par anti-histaminique 
(antagoniste des récepteurs à l’histamine) ; certains symptômes digestifs peuvent être traités par 
inhibiteurs de la pompe à protons. Les allergies peuvent requérir une corticothérapie et l’anaphylaxie 
une prise en charge en service de réanimation.  
Les traitements chimiothérapeutiques sont indiqués dans les formes systémiques agressives afin de 
contrôler la « prolifération » et l’accumulation mastocytaire : interféron alpha, 2CdA, PKC412, 
Dasatinib. Ces traitements peuvent également bloquer la sécrétion d’histamine IgE dépendante. La 
réponse thérapeutique peut être complète, partielle ou nulle. 
Des poly-chimiothérapies sont utilisées dans les formes très agressives comme les leucémies et les 
sarcomes, mais l’efficacité est limitée et le pronostic très réservé. 
 
4.  CHEZ L’ANIMAL 
 
4.1. MASTOCYTOME DU CHIEN 
 
Les tumeurs mastocytaires du chien sont classées histologiquement en deux groupes : bas grade et 
haut grade histologique, selon la classification de Kiupel (Kiupel et al., 2011). Cette classification est 
plus simple et reproductible que celle de Patnaik (Patnaik et al., 1984). Dans une récente étude, 
Takeuchi et al (Takeuchi et al., 2013) ont démontré que plus de 70% des tumeurs mastocytaires du 
chien étaient associées à une mutation de KIT. De plus, les mutations ITD de l’exon 11 sont plus 
fréquemment associées à des tumeurs classées de « haut grade ». Chez le chien, la survie est 
significativement diminuée lorsque KIT est muté comparé au groupe non muté, et les cas avec une 
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mutation ITD de l’exon 11 ont une survie encore plus faible que les autres cas mutés. Ces mutations 
sont également activatrices de c-Kit, comme chez l’homme (Letard et al., 2008). 
 
4.1. MASTOCYTOSE DU CHAT 
 
Les tumeurs mastocytaires sont très fréquentes chez le chat (Miller et al., 1991) et souvent multiples. 
Leur particularité évolutive est assez semblable à la mastocytose humaine. En effet, la plupart des 
lésions peuvent régresser spontanément, alors que certaines lésions sont évolutives et fatales (B. P. 
Wilcock, 1986; Litster and Sorenmo, 2006). Des formes systémiques sont également décrites (Lepri et 
al., 2003). Les études histo-pathologiques ne révèlent pas de corrélation entre la morphologie et le 
pronostic, seule la présence de mitoses est discriminante (Johnson et al., 2002; Webster et al., 2007; 
Sabattini and Bettini, 2010). Comme chez le chien, une équipe italienne (Sabattini et al., 2013) vient 
de publier récemment l’incidence des mutations de KIT chez 24 chats (Isotani et al., 2010). Les 
mutations sont relativement identiques à l’homme, touchant les exons 6, 8, 9 et 11. Elles sont 
retrouvées dans 56% des cas touchant préférentiellement les exons 8 et 9. A noter, chez le chat, 
plusieurs mutations de KIT peuvent être retrouvées à partir de biopsies cutanées de site différent mais 
d’un même animal. Les mutations ne sont pas corrélées à l’évolution. Les mastocytoses avec KIT 
muté sont sensibles à l’Imatinib (Isotani et al., 2010).  
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APPLICATION A LA PATHOLOGIE HEMATOLOGIQUE LYMPHOÏDE : EXEMPLE DE LA PAPULOSE 
LYMPHOMATOÏDE 
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1. DEFINITION  
 
Les lympho-proliférations primitives cutanées T CD30+ représentent 30% des lymphomes T cutanés, 
soit la deuxième entité la plus fréquente après le mycosis fongoïde (50%). Elles regroupent les 
lymphomes anaplasiques primitifs cutanés (C-ALCL) et la papulose lymphomatoïde (PL) (Campo et 
al., 2008). 
 
2. DIAGNOSTIC 
 
Le diagnostic de PL est suspecté à l’examen clinique mais nécessite des investigations 
complémentaires : examen histologique, immunohistochimique et recherche d’une clonalité 
lymphoïde T en biologie moléculaire. C’est un « faisceau » d’arguments cliniques, histologiques et 
moléculaires qui conduira au diagnostic de PL.  
La PL est une pathologie chronique, récurrente, dont les lésions cutanées sont spontanément 
résolutives. Elle survient chez l’adulte d’âge moyen (45 ans) et touche préférentiellement les hommes 
(sexe ratio 2-3:1). Elle se déclare rarement chez l’enfant. Les lésions cutanées sont le plus souvent de 
petite taille et multiples, de type papuleuses et/ou papulo-nécrotiques. Elles sont parfois peu 
nombreuses, uniques ou nodulaires. Elles prédominent sur le tronc et les extrémités, et disparaissent le 
plus souvent spontanément en 3 à 12 semaines. La PL n’est pas considérée comme une pathologie 
tumorale maligne, cependant, elle présente un réarrangement clonal du TCR dans près de 60% des cas. 
De manière non exceptionnelle, dans 10 à 20% des cas, elle peut précéder, s’associer ou suivre un 
lymphome (mycosis fongoïde, lymphome anaplasique cutané ou lymphome de Hodgkin) (Bekkenk et 
al., 2000). Il existe donc deux groupes de patients se distinguant par leur évolution clinique : 1) les 
patients atteints d’une pathologie chronique, récurrente et spontanément résolutive. La fréquence des 
récurrences est variable chez un même patient et d’un patient à l’autre. 2) Les patients dont l’histoire 
de la maladie est marquée par l’évolution d’un ou plusieurs lymphomes, clonalement rattachés à la 
papulose préexistante (Kadin, 2006). Peu de cas de lymphomes associés à une papulose 
lymphomatoïde sont décrits chez l’enfant (Nijsten et al., 2004). 
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3. HISTOLOGIE 
 
Le diagnostic histologique de la PL est parfois difficile et il faut y penser. En effet, il existe dans le 
derme superficiel une prolifération lymphoïde faite de grandes cellules atypiques de phénotype T 
CD4+ (90% cas) et CD30+, accompagnée d’un infiltrat inflammatoire plus ou moins important. 
Parfois les cellules tumorales sont dispersées au sein d’un infiltrat inflammatoire prédominant. Il 
existe cinq types histologiques décrits : type A, type B, type C. (Bekkenk et al., 2000; Willemze et al., 
2005), et récemment les papuloses CD8+ type D et E. 
- Le type A est le plus fréquent (80% des cas). Il s’agit d’une prolifération cellulaire dense, comportant 
de grandes cellules dispersées ou regroupées en amas, associées à un important infiltrat inflammatoire 
polymorphe (lymphocytes, polynucléaires neutrophiles ou éosinophiles). 
- Le type B est plus rare et représente moins de 10% des cas. La prolifération cellulaire est faite de 
cellules atypiques de taille petite à moyenne. Il est possible d’observer un épidermotropisme, similaire 
au mycosis fongoïde, et l’infiltrat inflammatoire associé est le plus souvent discret.  
- Le type C représente environ 10% des cas de PL, l’infiltration tumorale est diffuse, faite de plages de 
grandes cellules monomorphes au noyau cérébriforme, l’infiltrat inflammatoire associé est minime 
(Willemze et al., 2005).  
- De rares cas de papuloses lymphomatoïdes de phénotype T CD8 ou NK ont été rapportés (Flann et 
al., 2006; Magro et al., 2006) et récemment les types D et E ont été décrits. Pour le type D, la 
présentation clinique est celle d’une papulose lymphomatoïde de phénotype T CD30+ CD8+ 
cytotoxique et il existe des lésions d’épidermotropisme (Saggini et al., 2010) (Cardoso et al., 2012). 
Le type E a une présentation clinique particulière avec des lésions cutanées ulcérées et nécrotiques, le 
phénotype est T CD30+ CD8+ et il existe des images d’angio-invasion et d’angio-destruction (Kempf 
et al., 2013). 
La distinction de ces différents types histologiques est sans corrélation avec le pronostic, la régression, 
la chronicité, l’âge, le sexe ou encore l’association à un lymphome. 
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4. DIAGNOSTIC POSITIF ET DIAGNOSTIC DIFFERENTIEL 
 
Le diagnostic histologique différentiel tumoral principal est le lymphome anaplasique primitif cutané 
(cALCL). Les renseignements cliniques sont essentiels à la bonne démarche diagnostique du 
pathologiste, les lésions de papulose étant souvent multiples et le lymphome anaplasique le plus 
souvent une lésion nodulaire unique. En l’absence de renseignement clinique et d’immunomarquage 
CD30, le diagnostic de lésion inflammatoire de type « piqûre d’insecte » pourra être évoqué à tort. 
 
5. PRONOSTIC 
 
Le pronostic est excellent mais les risques d’évolution en lymphome systémique sont non négligeables 
et les facteurs prédictifs de développer un lymphome sont à ce jour inconnus. 
 
6. PHYSIOPATHOLOGIE 
 
Le « démembrement » de la physiopathologie de la PL a été dans l’ensemble peu étudié. Cependant 
ME Kadin a beaucoup contribué à son étude :1) d’une part concernant l’activité proliférative associée 
à la phase de croissance de la lésion, où l’on retiendra surtout la mise en évidence de l’insensibilité des 
cellules tumorales T CD30+ au TGFβ par perte de l’exon 1 du récepteur TGFR beta, ce qui 
favoriserait en plus l’apparition d’un lymphome secondaire chez ces patients (Kadin et al., 2001; 
Schiemann et al., 2013). 2) D’autre part concernant la phase de régression « spontanée » de la lésion 
de PL en partie expliquée par la sécrétion augmentée de CD30 Ligand dans le microenvironnement 
tumoral des lésions de PL régressives,  ce qui conduirait à l’apoptose de la cellule « tumorale » (M. 
Mori et al., 1999). 
Par ailleurs, différentes voies de signalisation intracellulaire ont été explorées en comparant le plus 
souvent les PL et les lymphomes anaplasiques primitifs cutanés : Notch1 (Kamstrup et al., 2008, 
2010) est surexprimé dans les PL et cALCL et active la voie AKT / PI3K. TRAF1 (Assaf et al., 2007) 
est surexprimé dans les PL par rapport aux cALCL. C-Jun (Disorders et al., 2007) et Jun B (Rassidakis 
et al., 2005) sont surexprimés dans les lymphoproliférations T CD30+ en général, via le CD30 (ERK / 
MAPK / JunB / AP-1 / cJun). Aucun de ces travaux sur la compréhension de la physiopathologie de la 
PL n’a permis de réelle avancée thérapeutique, ni de meilleure caractérisation des différents groupes 
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de patients, notamment la mise en évidence de facteurs prédictifs de chronicité et de sévérité de la 
maladie, ou de facteurs prédictifs d’évolution vers un lymphome. 
 
7. RECEPTEUR A ACTIVITE TYROSINE KINASE  ET LYMPHOMES T : EXEMPLE DU RECEPTEUR AU 
PDGF 
 
Il existe 2 types de récepteurs au PDGF (Andrae et al., 2008) : alpha (PDGFRα) et beta (PDGFRβ). 
Tous deux possèdent un domaine extracellulaire de liaison au ligand (PDGF-A, PDGF-B, PDGF-C, 
PDGF-D), et un domaine intracellulaire à activité tyrosine kinase. L'homodimérisation par liaison du 
ligand ou activation constitutive entraîne l’activation des voies de signalisation Ras-MAP kinases, PI3 
kinases, PLCγ, Akt/PKB, conduisant à la croissance cellulaire et à la prévention de l’apoptose, ou 
favorisant la croissance tumorale.  
L’expression des différents ligands et récepteurs a été largement décrite, l’activation du récepteur 
fonctionne physiologiquement sur un mode paracrine. Lors de l’expression « tumorale » du récepteur, 
celui-ci peut être stimulé de façon autocrine par son ligand (Heldin and Westermark, 1999). 
 Le PDGF est largement impliqué dans l’oncogenèse de différentes tumeurs, qui surexpriment PDGF 
ou acquièrent une anomalie génétique activant constitutivement son récepteur. Ceci a été largement 
démontré dans les gliomes (Nazarenko et al., 2012), les tumeurs stromales gastro-intestinales (Coindre 
et al., 2005), les syndromes myéloprolifératifs hyperéosinophiliques (Tefferi et al., 2009b), les 
tumeurs rénales (Mellado and Gascón, 2006; Terada, 2012). Son domaine intracellulaire est sensible 
aux inhibiteurs de tyrosine kinase (ITK) de type Imatinib, Masitinib ou Sunitinib (Mendel et al., 2003; 
Dubreuil et al., 2009). 
Dans les lymphomes T périphériques sans autre spécificité (PTCL-NOS), il a été montré la 
surexpression du PDGFRα par étude transcriptomique (Pier Paolo Piccaluga, Claudio Agostinelli, Pier 
Luigi Zinzani, Michele Baccarani, Riccardo Dalla Favera, 2005). De plus, de récentes études ont 
également montré la surexpression de PDGFRα dans un sous-type rare de lymphome T de type NK/T 
nasal (Huang et al., 2010). 
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8. MICROENVIRONNEMENT TUMORAL 
 
La PL de type A est la plus fréquente, et représente le sous-type histologique le plus inflammatoire : la 
richesse de l’infiltrat inflammatoire ne favoriserait-elle pas également la régression des lésions ou au 
contraire le maintien du clone tumoral comme cela a été démontré pour d’autres pathologies 
tumorales (microenvironnement tumoral des lymphomes de Hodgkin réfractaires, lymphocytes T 
régulateurs et lymphomes etc.) ? 
A l’inverse existe-t-il un "défaut" de réponse immunologique anti-tumorale dans les sous-types B et C 
moins fréquents, suggérant que les cellules tumorales puissent produire des cytokines 
immunosuppressives ou que le patient présenterait un déficit immunitaire ?  
Les types D et E récemment décrits ne sont-ils pas d’étiologie virale ? Ces papuloses seraient-elles des 
lymphoproliférations T CD30+ CD8+ dans le cadre d’un déficit immunitaire non connu avec 
« réponse immunitaire anormale, inappropriée » ? 
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STABILITE, INTEGRITE, FONCTIONNALITE DU GENOME : REPARATION DE L’ADN 
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Toute prolifération cellulaire tumorale « bénigne » ou « maligne » est le résultat de l’accumulation 
d’anomalies génétiques, épigénétiques, mutationnelles ou de remaniements chromosomiques, 
conduisant à la prolifération cellulaire non contrôlée d’un clone tumoral. 
Ces remaniements somatiques sont le résultat d’erreurs de réplications ou de réparations infidèles de 
l’ADN. Suite à un changement physique de conformation du double brin (cassure simple ou double 
brin, oxydation, alkylation ou hydrolyse de base, résidus aromatiques etc.) la machinerie de 
reconnaissance enzymatique des anomalies de l’ADN intervient. Les cassures de l’ADN, simple ou 
double brin, peuvent être d’origine exogène (radiations UVA ou UVB, radiations ionisantes, 
chimiothérapies anti-cancéreuses etc.) ou d’origine endogène (réarrangements méiotiques ou des 
gènes d’immunoglobuline, ROS (reactive oxygen species), rôle des topoisomérases pendant les étapes 
de réplication, de transcription ou de recombinaison de l’ADN). Les extrémités des chromosomes 
linéaires, les télomères, sont susceptibles d’être reconnues comme une cassure double brin ou digérés 
par les exonucléases. Extrémités asymétriques des chromosomes linéaires avec « queue » simple brin, 
ils possèdent un système propre de protection empêchant ainsi qu’elles soient reconnues par les 
complexes protéiques de réparation des dommages de l’ADN. Les télomères possèdent également un 
système propre d’élongation, le complexe de la télomérase. Ils sont ainsi considérés comme les 
gardiens de l’intégrité du génome. 
Il existe différents systèmes de réparation des cassures double brin de l’ADN, actifs notamment en 
fonction des phases du cycle cellulaire : réparation par recombinaison non homologue (non-
homologous end joining, NHEJ), et réparation par recombinaison homologue. Ces mécanismes 
recrutent des complexes protéiques différents et le résultat de cette réparation est plus ou moins fidèle 
au génome constitutionnel.  
Dans ce chapitre, nous introduirons les mécanismes de réparation des cassures double brin de l’ADN 
afin de mieux comprendre la biologie des télomères et de la télomérase au cours du cycle cellulaire, et 
la survenue d’une instabilité génétique associée à un déséquilibre de la réparation ou de dysfonction 
des télomères. 
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1. DETECTION DES DOMMAGES DE L’ADN 
 
La détection des cassures de l’ADN simple brin ou double brin, est un événement assuré par deux 
protéines de la famille des PI-3-kinases : ATM (ataxia telangiectasia mutated) et ATR (ataxia 
telangiectasia and Rad3 related). Les cassures simple et double brin et les anomalies physiques et 
conformationnelles de la chromatine sont détectées par ATM (Bakkenist and Kastan, 2003), les arrêts 
de réplication de la fourche sont détectés par ATR (Paulsen and Cimprich, 2007) (Nam and Cortez, 
2011). Ces deux voies présentées en figure 4 sont ainsi complémentaires et non redondantes. Ces 
kinases ont pour cibles plus de 700 protéines (Matsuoka et al., 2007) notamment p53 et CHK2 pour 
ATM, et Cdc25a et CHK1 pour ATR, entrainant l’arrêt du cycle cellulaire et la réparation.  
Le choix du mécanisme de réparation de cassure double brin est finement régulé en fonction (1) de la 
phase du cycle cellulaire pendant laquelle elle intervient, (2) du recrutement sur le site de cassure de 
complexes protéiques et enzymatiques spécifiques. 
Il existe deux grandes voies de réparation (Chapman et al., 2012): (1) la recombinaison non 
homologue (non homologous end-joining, NHEJ) permettant une ligation directe des doubles brins, 
(2) la recombinaison homologue (RH) qui permet une réparation fidèle au génome constitutionnel via 
un simple brin « template ». Après détection des cassures double brin, l’histone H2AX est 
phosphorylée en sérine 139, ΥH2AX (Rogakou et al., 1998), par ATM signalant ainsi la présence de la 
cassure double brin. C’est l’équilibre entre le recrutement de 53BP1 et BRCA1 au niveau des cassures, 
qui déterminera respectivement si la réparation est prise en charge par NHEJ ou RH. 53BP1 inhibe la 
résection des fragments d’ADN au niveau des cassures ce qui « entrave » la réparation par RH, et 
favorise la mobilité chromatinienne permettant le rapprochement des doubles brins pour la ligation. A 
ce jour, il n’est pas clairement établi par quel mécanisme BRCA1 « contre » l’action de 53BP1 en 
phase S/G2 et promeut la réparation par RH. 
Schématiquement, le système NHEJ intervient dans la recombinaison des chaines 
d’immunoglobulines et la fusion chromosomique via les télomères dysfonctionnels (Difilippantonio et 
al., 2008; Dimitrova et al., 2008), tandis que la RH intervient après réplication de l’ADN. Ces deux 
voies de réparation sont représentées en figure 5. 
 
  73 
 
  74 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 4 : Détection des dommages de l’ADN au cours du cycle cellulaire (Sullivan and Karlseder, 
2010) 
 
Lors de cassures simple brin, ATR est activé et RPA (Replication Protein A) fixe le simple brin. ATR 
phosphoryle RAD17, le complexe 9-1-1, TopBP1 (Topoisomerase IIβ Binding Protein 1), et CHK1 
qui amplifie le signal et induit l’arrêt du cycle cellulaire via Cdc25a.  
 
Lors de cassures double brin, la structure de la chromatine est largement modifiée par la 
phosphorylation de H2AX dépendante d’ATM. Le complexe protéique MRN (Mre11/Rad50/Nbs1) est 
recruté, le cycle cellulaire est arrêté en phase G1 ou S/G2 par phosphorylation activatrice de CHK2 et 
p53. Après réparation de l’ADN le cycle cellulaire reprend, sinon la cellule entre en sénescence ou en 
apoptose. 
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Figure 5 : Réparation de l’ADN par recombinaison (Sullivan and Karlseder, 2010) 
 
Les deux principales voies de réparations des cassures double brin de l’ADN sont la recombinaison 
non-homologue NHEJ (non-homologous end joining) et la recombinaison homologue (RH).  
 
NHEJ : la cassure double brin est détectée par le complexe Ku70/80, le complexe de l’ADN-PK 
(ADN dependent-Protéine Kinase) est recruté, et active Artemis, une 3’-5’ endonucléase. La cassure 
est ensuite comblée grâce à l’ADN-polymérase. Les brins néosynthétisés sont liés par l’ADN-ligase 
IV. Le sytème de réparation NHEJ est donc source d’erreurs car il ne s’appuie pas sur une matrice 
d’ADN complémentaire. 
 
RH : elle est basée sur l’homologie de séquence, c’est un système de réparation « error free ». ATM et 
MRN détectent la cassure, Artemis digère les simples brins complémentaires détectés par ATR et 
RPA, qui permettent le recrutement de RAD52 et RAD51 et de la séquence complémentaire 
homologue. Elle servira de matrice au brin néo-synthétisé, assurant la réparation fidèle et la 
maintenance de l’intégrité génomique. 
  76 
2. REPARATION PAR RECOMBINAISON NON-HOMOLOGUE : NON-HOMOLOGOUS END JOINING 
(NHEJ)  
 
Ce système de réparation intervient tout au long du cycle cellulaire et préférentiellement en phase G0 
et G1.  Il prévient les résections chromosomiques et les translocations mais favorise par ailleurs des 
insertions / délétions de base ce qui induit des erreurs de réparation. C’est le mécanisme utilisé lors de 
la recombinaison VDJ des chaines d’immunoglobulines. Ce système de réparation intervient lors des 
dysfonctions télomériques. Il est dépendant de 53BP1 qui inhibe les résections des extrémités des 
cassures par les exonucléases et favorise la « mobilité chromatinienne » pour rapprocher les extrémités 
et faciliter leur ligation au sein d’une « synapse » (Dimitrova et al., 2008) (Difilippantonio et al., 2008). 
Les protéines impliquées forment un hétérodimère composé de (1) l’ADN-dépendante protéine kinase, 
ADN-PK et Ku70/Ku80 qui lient les extrémités doubles brins, (2) l’endonucléase Artemis et l’ADN-
ligase IV et ses co-facteurs : Xrcc4 et XLF. Il existe deux mécanismes, soit une réparation avec 
ligation directe (direct DNA end-joining), soit, dans le but d’obtenir une réparation plus fidèle, ce 
système s'appuie sur de courtes séquences homologues appelées « micro-homologies » d’ADN simple 
brin (microhomology mediated DNA end-joining), de 1 à 10 paires de base. Si les séquences sont 
compatibles, la réparation est effective (Lieber, 2010).  
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3. REPARATION PAR RECOMBINAISON HOMOLOGUE  
 
Plus fidèle que le système NHEJ, la réparation par recombinaison intervient préférentiellement en 
phase S et G2 du cycle cellulaire. Elle utilise la diploïdie comme un système de sauvegarde du 
génome et substrat de réparation. Le brin intact est déroulé en regard du brin endommagé et servira de 
matrice de réparation fidèle et « error free ». Après une première phase « d’annealing » médiée par 
Rad52, le complexe protéique RAD51 (recombinase)/BRCA2 est recruté au niveau du double brin 
endommagé et intègre le simple brin complémentaire matriciel intact, formant ainsi un complexe 
nucléo-protéique triple brin. Pour rappel, les mutations du gène BRCA2 altèrent les capacités de 
réparation de l’ADN par recombinaison homologue RAD51 dépendante, le mécanisme de réparation 
privilégié étant alors le NHEJ, moins fidèle que la recombinaison homologue (Moynahan et al., 2001; 
Xia et al., 2001; Sy et al., 2009) (Zhang et al., 2009).  
 
La dérégulation de ces mécanismes de réparation des cassures double brin est la base de l’oncogenèse 
et de nombreuses pathologies connues chez l’homme. De nombreuses questions restent sans réponse 
notamment sur la manière dont la chromatine et les phases du cycle cellulaire permettent le choix entre 
la réparation par recombinaison homologue ou non homologue.  
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4. LES TELOMERES : INHIBITION DE LA MACHINERIE DE REPARATION ET PROTECTION DU 
GENOME 
 
L’extrémité du chromosome, le télomère, est une structure nucléoprotéique protégée par un complexe 
protéique spécifique et une conformation chromatinienne particulière ne permettant pas la 
reconnaissance de ces extrémités linéaires comme cassure double brin. Les télomères protégent ainsi 
le génome des résections d’ADN et des fusions chromosomiques. 
 
Les travaux d’Elizabeth H. Blackburn, université de Californie - San Francisco, Jack W. Szostak, 
Université Harvard Medical School - Boston, et Carol W. Greider, John Hopkins university school of 
medecine - Baltimore, ont été récompensés par le prix Nobel de Physiologie ou de Médecine à 
Stockholm le 5 octobre 2009 « for the discovery of how chromosomes are protected by telomeres and 
the enzyme telomerase ». Elizabeth H. Blackburn et Jack W. Szostak ont découvert qu’il existait une 
séquence unique et répétitive d’ADN protégeant l’extrémité des chromosomes de la dégradation par 
les exonucléases. Carol W. Greider et Elizabeth H. Blackburn ont découvert la télomérase, enzyme 
capable de rallonger les télomères en synthétisant spécifiquement ces séquences d’ADN. 
« This year's Nobel Prize in Physiology or Medicine is awarded to three scientists who have 
solved a major problem in biology: how the chromosomes can be copied in a complete way during cell 
divisions and how they are protected against degradation. The Nobel Laureates have shown that the 
solution is to be found in the ends of the chromosomes – the telomeres – and in an enzyme that forms 
them – telomerase ».   
L’extrémité des chromosomes linéaires, le télomère, comporte les caractéristiques d’une cassure 
double brin de l’ADN tout en étant une exception. C’est une structure nucléoprotéique particulière 
« équipée » d’un système de protection vis à vis des réparations des cassures double brin, et d’un 
système de réplication et d’élongation propre. En effet, si les extrémités télomériques étaient 
reconnues par le système de réparation des dommages de l’ADN, elles seraient digérées, réparées, 
recombinées, avec pour conséquence fusions chromosomiques et instabilité génétique. Cet évènement 
doit ainsi être évité.  
 
  79 
4.1. STRUCTURE ET FONCTIONS DES TELOMERES 
  
A. L’EXTREMITE NUCLEOPROTEIQUE 
 
Les télomères sont les gardiens de l’intégrité génomique, ils protègent les extrémités chromosomiques 
de la dégradation de l’ADN, des fusions chromosomiques et de l’instabilité génétique (Blackburn, 
2010). Ils sont représentés en figure 6. 
Les télomères sont des structures nucléoprotéiques comportant des séquences hexamériques répétitives 
double brin 5’-TTAGGG-3’ puis simple brin (Moyzis et al., 1988) (Allshire et al., 1988) associées à 
un complexe protéique « shelterin », protecteur. Chez l’homme, la taille moyenne des télomères varie 
de 9 à 15 kb (Szostak and Blackburn, 1982; Blackburn and Challoner, 1984; Blackburn, 2001) tandis 
que chez les rongeurs, les télomères sont plus longs, atteignant 100 kb. L’extrémité simple brin 3’ 
riche en G est appelée queue-G (G-tail ou G-overhang). Elle mesure environ 50 à 300 nucléotides, elle 
définit l’extrémité chromosomique.  
 
Dans les cellules somatiques, en raison de l’absence de système propre de maintenance des télomères, 
la longueur télomérique diminue à chaque cycle cellulaire d’environ 50 à 150 pb. En effet, l’ADN-
polymérase est incapable de répliquer les extrémités chromosomiques. Lorsque la longueur 
« critique » des télomères est atteinte après un nombre donné de divisions cellulaires (50 à 90), les 
télomères deviennent trop courts pour assurer leur rôle de protection des chromosomes, induisant 
l’arrêt du cycle cellulaire et l’entrée de la cellule en sénescence : c’est le concept de sénescence 
proliférative (Harley et al., 1990; Martens et al., 2000). A l’inverse, dans les cellules germinales, les 
cellules souches et les lymphocytes activés, la longueur des télomères est maintenue grâce à l’activité 
constitutive de la télomérase, enzyme spécifiquement impliquée dans l’allongement des télomères. 
Cette dernière utilise comme substrat l’extrémité simple brin 3’ riche en G.  
L’extrémité télomérique forme une structure tridimensionnelle particulière et la « G-tail » constitue 
donc un point de convergence entre la fonction de protection et l’élongation par la télomérase. D’une 
part, l’extrémité double brin est repliée en boucle et la partie simple brin est associée à la double 
hélice : c’est la « T-loop » (telomere loop). Ce mécanisme permet de « cacher » l’extrémité 
chromosomique et constitue ainsi une première protection des télomères contre la reconnaissance 
comme une cassure double brin par la machinerie de réparation de l’ADN (Griffith et al., 1999). 
D’autre part, le simple brin riche en G s’organise en « G-quadruplexes » (Parkinson et al., 2002) dont 
le rôle de « barrière physique » est dû à la répartition des guanines et aux liaisons hydrogènes réalisant 
des tétrades formées au plus de 21 nucléotides et composant au maximum 4 à 8 G-quadruplexes par 
télomère (Viglasky et al., 2010).  
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B. LE COMPLEXE PROTEIQUE « SHELTERIN »  
 
 
Ce complexe protéique maintient l’équilibre télomérique : il régule l’accès de la télomérase aux 
télomères et donc leurs longueurs, protège le télomère de l’action des exonucléases, et régule les voies 
de signalisation induisant la sénescence et l’apoptose « émanant » du télomère (Palm and De Lange, 
2008). Le complexe « shelterin » est composé de six protéines individualisées : TRF1 (Telomeric 
Repeat binding Factor 1), TRF2, RAP1 (Repressor/Activator Protein 1), TIN2 (TRF1-Interacting 
nuclear protein 2), TPP1 (TIN2-Interacting protein 1) et POT1 (Protection Of Telomeres 1). TRF1, 
TRF2 et POT1 sont des protéines de liaison à l’ADN, et TPP1, TIN2 et RAP1 des protéines 
adaptatrices.  
Ces protéines sont représentées dans la figure 6. 
 
La séquence hexamérique double brin est liée à TRF1 et TRF2 (Broccoli et al., 1997) alors que POT1 
est fixé au simple brin (Loayza and Lange, 2003). TPP1 et TIN2 forment un pont entre le groupe 
TRF1/TRF2 et POT1.  
TRF1 et TRF2 sont constitutivement présents au niveau des télomères et leur « quantité » associée 
aux télomères est importante pour la régulation de la longueur.  
TRF1 joue un rôle dans le remodelage de l’ADN télomérique pour sa réplication.  
TRF2 participe aux changements topologiques, comme la formation de la T-loop et l’inhibition de la 
réparation des dommages de l’ADN ATM dépendante. En effet, il permet le recrutement de la queue 
simple brin dans la boucle double brin formant ainsi une boucle de déplacement appelée « D-loop » 
(displacement loop) (Griffith et al., 1998; Stansel et al., 2001; Amiard et al., 2007; Benetti et al., 
2008). L’absence induite de TRF2 au niveau des télomères entraine une dysfonction télomérique, 
activant immédiatement la voie de réparation de l’ADN ATM dépendante et p53. Ceci a pour 
conséquence une fusion globale des extrémités télomériques (Denchi and De Lange, 2007) (Van 
Steensel et al., 1998) (Lazzerini Denchi et al., 2006) (Celli and De Lange, 2005), entrainant la cellule 
vers la sénescence et l’apoptose (Karlseder et al., 1999) (Fujita et al., 2010). Par ailleurs, la perte de 
TRF2 induit une augmentation du taux de TERRAs (Telomeric repeat containing RNA) (Caslini et al., 
2009).  
 
La fonction de RAP1 est maintenant bien établie (Arat and Griffith, 2012). En se liant à TRF2, il 
augmente sont affinité pour les séquences télomériques et notamment la fixation sur le simple brin 3’ 
riche en G. Par ailleurs, le complexe RAP1/TRF2 interagit avec l’ADN-PK pour inhiber NHEJ (Bae 
and Baumann, 2007) (Sarthy et al., 2009). 
POT1 contribue également à la protection des télomères en fixant le simple brin, il « verrouille » la T-
loop. Il inhibe la voie de réparation de l’ADN ATR dépendante  (Denchi and De Lange, 2007). 
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POT1 et TPP1 sont étroitement liés par un équilibre qui va réguler la longueur du télomère en 
modulant l’affinité de la télomérase pour le simple brin.  TPP1 est « permissif » alors que POT1 est 
« inhibiteur » en réduisant l’accès de la télomérase à l’extrémité 3’ (Loayza and Lange, 2003; Wang et 
al., 2007; Xin et al., 2007). Par ailleurs, POT1 participe à la formation de G-quadruplex (Wang et al., 
2011).  
 
Les six protéines du complexe « shelterin » sont la plaque tournante d’un réseau d’interactions 
protéiques aux extrémités des chromosomes, incluant les interactions avec la télomérase et les 
systèmes de réparation de L’ADN. Les anomalies du complexe protéique associé aux télomères ou les 
anomalies du complexe de la télomérase vont induire les syndromes de dysfonction des télomères.  
  
C. HETEROCHROMATINE ET TRANSCRIPTION  
 
Plus de 200 protéines interagissent avec le complexe « shelterin » et avec les télomères (Déjardin and 
Kingston, 2009). Notamment, les télomères et les régions sous-télomériques forment une 
hétérochromatine particulière avec l’histone H3 triméthylée sur la lysine 9 (H3K9me3), l’histone H4 
triméthylée sur la lysine 20 (H4K20me3), l’ADN méthylé en 5-méthylcytosine et une protéine 
spécifique de l’hétérochromatine télomérique, isoforme d’HP1 (Benetti et al., 2007; Blasco, 2007).  
 
Les télomères ont longtemps été considérés comme des extrémités chromosomiques non-transcrites. 
Les extrémités télomériques sont transcrites par une ARN-polymérase II ADN dépendante (RNAPII) 
et produisent des structures répétitives d’ARN riche en G (UUAGGG) à partir du brin riche en C : les 
TERRAs (Telomeric repeat containing RNA). Ils sont représentés en figure 7. Les TERRAs sont 
retrouvés chez les eucaryotes et la levure (Azzalin et al., 2007; Schoeftner and Blasco, 2008; Luke and 
Lingner, 2009) (Bah et al., 2012) et les ARN télomériques riches en C n’ont été mis en évidence que 
chez la levure.  
Les régions promotrices dédiées à la transcription des TERRAs sont situées en région sous-
télomérique (Nergadze et al., 2009) et sont largement méthylées. Il existe une corrélation inverse 
évidente entre la quantité de TERRAs présente aux télomères et l’état de méthylation de 
l’hétérochromatine (Azzalin et al., 2007). En effet, la déméthylation entraine la « libération » des 
régions promotrices sous-télomériques et la transcription des TERRAs (Nergadze et al., 2009). 
Récemment, il a été démontré chez la levure et dans les cellules humaines que la présence de TERRAs 
n’est pas corrélée à la longueur du télomère (Iglesias et al., 2011; Farnung et al., 2012). Par ailleurs, la 
présence des TERRAs aux télomères est inversement corrélée à l’activité de la télomérase, ils 
s’hybrident aux séquences télomériques de manière très stable ou par interaction avec TRF2 (Deng et 
al., 2009). 
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Figure 6 : Structure des télomères (Sullivan and Karlseder, 2010) 
 
Les télomères sont localisés aux extrémités des chromosomes linéaires et composés d’hexamères 
TTAGGG sur le brin meneur (leading strand) ou CCCTAA sur le brin retard (lagging strand). Le 
complexe protéique de protection des télomères appelé « shelterin » comprend les protéines TRF1, 
TRF2, TIN2, POT1, TPP1, and RAP1. L’extrémité 3’ du brin meneur est repliée sur le télomère pour 
former une boucle appelée T-loop (telomere-loop).  
La cascade de signalisation déclenchée par ATM est inhibée par TRF2 et la signalisation d’ATR est 
inhibée par POT1.  
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Figure 7 : Composition moléculaire des télomères chez l’homme (Bah and Azzalin, 2012) 
 
Les répétitions télomériques sont « protégées » par un complexe protéique composé de TRF1, TRF2, 
Rap1, TIN2, TPP1, and POT1. Les TERRAs sont transcrits par la RNAPII à partir d’une région sous-
télomérique promotrice riche en ilots CpG méthylés (flèche noire). Ils sont associés à TRF1 et TRF2.  
Les télomères et les régions sous-télomériques sont enrichis en hétérochromatine (HP1, H3K9me3, 
H4K20me3, et CpG méthylés).  
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4.2. PATHOLOGIES DES TELOMERES ET DYSFONCTIONS TELOMERIQUES 
 
Les télomères dysfonctionnels sont définis par leur incapacité à protéger l’extrémité linéaire 
chromosomique. Cette dysfonction peut être due au raccourcissement télomérique et/ou au complexe 
« shelterin », et peut entrainer des fusions chromosomiques. Les pathologies associées aux 
dysfonctions télomériques (Armanios and Blackburn, 2012) sont dues au fait que les télomères sont 
anormalement courts et que le raccourcissement non compensé entraine une sénescence plus précoce.  
Chez l’enfant, les pathologies liées aux dysfonctions télomériques entrainent les syndromes de 
dyskératose congénitale (DC), et des formes plus sévères, les syndromes de Hoyeraal–Hreidarsson et 
de Revesz. Huit gènes sont impliqués et les modes de transmission sont variables : récessive lié à l’X, 
autosomique dominante, autosomique récessive, il existe également des cas de novo (Savage et al., 
2009). 
Chez l’adulte, les « telomeres syndromes » peuvent sembler plus hétérogènes, avec des pathologies 
paraissant isolées ou indépendantes, comme l’aplasie médullaire, la fibrose pulmonaire idiopathique, 
la cirrhose hépatique etc… Les formes familiales sont associées à des mutations germinales 
autosomiques dominantes de TERT ou TR. Cependant, ces syndromes sont à reconnaître et à identifier 
car la manifestation prépondérante de la maladie masque toujours les manifestations au début infra-
cliniques des autres organes atteints. En effet, un patient présentant une aplasie médullaire associée à 
une dysfonction télomérique pourra développer au cours de son évolution une fibrose pulmonaire.  
De plus, certains de ces syndromes sont l’illustration du concept d’anticipation génétique pour les 
pathologies autosomiques dominantes : à la première génération la maladie se manifestera plus 
tardivement qu’à la seconde génération, de même pour la troisième, conséquence du raccourcissement 
télomérique dans les cellules germinales (Armanios et al., 2005) (Vulliamy et al., 2004).  
Les syndromes de dysfonction des télomères ont un risque onze fois plus élevé de prédisposition aux 
cancers, touchant surtout les organes à fort renouvellement cellulaire comme la peau, le tube digestif 
ou le tissu hématopoïétique (Alter et al., 2009). La physiopathologie de la survenue des cancers serait 
plus associée à un dysfonctionnement chronique de l’organe et à un défaut d’immunité anti-tumorale 
efficace pour les cas associés à un déficit immunitaire (Knudson et al., 2005)(Armanios et al., 2009).  
 
La table 2 et la figure 8 illustrent les différentes protéines mutées associées aux syndromes de 
dysfonction des télomères ainsi que les pathologies plus spécifiquement associées aux mutations. 
 
Les dysfonctions télomériques sont repérées de la même manière que les cassures double brin de 
l’ADN (figure 9), grâce aux protéines de réparation. En s’associant aux extrémités télomériques, la 
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protéine 53BP1 (p53 binding protein 1) va induire des fusions covalentes entre les brins d’ADN de 
chromosomes différents entrainant ainsi des fusions chromosomiques (Dimitrova et al., 2008) 
(Dimitrova and De Lange, 2009). Ces foyers de fusions chromosomiques sont aisément détectables 
par immunofluorescence, ce sont les TIFs (telomere-dysfunction induced foci) (Takai et al., 2003). De 
manière paradoxale, chez la levure comme chez l’homme les protéines impliquées dans la réparation 
des cassures doubles brins sont localisées au niveau des télomères fonctionnels (complexe MRN, ATR 
et ATM etc.) et leurs délétions ou inactivations entrainent une « déprotection » et un raccourcissement 
précoce des télomères (Vaziri et al., 1997; Nugent et al., 1998; Zhu et al., 2000; Ranganathan et al., 
2001; Tsukamoto et al., 2001; Nakamura et al., 2002; Takata et al., 2004; Verdun et al., 2005).  
 
 
 
 
 
Table 2 : Présentation des entités pathologiques retrouvées dans les syndromes de dysfonction 
des télomères avec fréquence des mutations géniques et mécanismes conduisant à l’attrition des 
télomères. (Armanios and Blackburn, 2012) 
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TRF2 et POT1 ont un rôle important dans l’interaction des télomères avec les protéines de la 
machinerie de réparation, notamment ATM en inhibant son auto-phosphorylation (Karlseder et al., 
2004; Bradshaw et al., 2005). Chez la souris, TRF2 et POT1 inhibent respectivement les voies ATM et 
ATR dépendantes. Ainsi, les télomères échappent à la reconnaissance par le système de réparation et à 
la formation de fusions (Denchi and De Lange, 2007). De plus, TRF2 inhibe également l’activation du 
complexe MRN et sa fixation à l’extrémité du télomère, mais il est aussi démontré que le complexe 
MRN est essentiel à la réplication des télomères (Dimitrova and De Lange, 2009) (Verdun et al., 2005; 
Deng et al., 2009). 
Lorsque le télomère est dysfonctionnel, 53BP1 fixe l’extrémité télomérique et active la voie NHEJ et 
la formation de fusions chromosomiques.  Les télomères sont alors plus mobiles et « aptes » à trouver 
un « partenaire » pour la fusion (Dimitrova et al., 2008). Ainsi, il existe un équilibre complexe entre 
les protéines de protection du télomère et le système de réparation : les protéines du système de 
réparation de l’ADN sont à la fois nécessaires à la réplication des télomères fonctionnels et à la 
détection des télomères non protégés ou dysfonctionnels. 
Les télomères sont une source majeure d’instabilité génétique. En effet, après raccourcissement 
télomérique, s’ils sont reconnus comme une cassure double brin, les fusions chromosomiques 
engendrées seront responsables de cassures et déséquilibres aux cycles suivants, entrainant alors la 
sénescence ou l’apoptose. La réactivation de l’expression et de l’activité de la télomérase dans la 
plupart des cancers permet d’éviter ces fusions. La perte additionnelle de l’activité de p53 (délétion 
17p, mutations inactivatrice) dans les cellules n’ayant pas « réactivé » la télomérase entraine leur 
transformation en cellules tumorales (Chin et al., 1999; Artandi and Depinho, 2000). 
Ainsi, les télomères dysfonctionnels, trop courts, non protégés, ou « mal répliqués » sont source 
d’instabilité génétique et de transformation tumorale. 
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Figure 8 : Protéines impliquées dans les syndromes (monogéniques) de dysfonction des 
télomères. (Armanios and Blackburn, 2012) 
Les protéines impliquées sont de couleur bleue  
 
Chez l’enfant, les anomalies génétiques sont identifiées dans près de 60% des DC. Pour environ 
40% d’entre eux, aucune anomalie génétique n’est retrouvée. Les quatre principales mutations 
impliquent les gènes DKC1, TINF2, TERT et TR. 
 
- Dans le complexe « shelterin », les mutations de TINF2 qui code pour TIN2 sont les plus 
fréquemment retrouvées dans les DC. 
- Concernant la télomérase, les mutations de TERT et TR représentent moins de 10% des mutations.  
- Concernant le complexe protéique associé à la télomérase, les mutations de DCK1 codant pour la 
Dyskérine sont des mutations liées au chromosome X, Les mutations de NHP2, NOP10 et TCAB1 ont 
été rapportées dans de rares cas de transmission autosomique récessive. 
- Une mutation de CTC1 a été décrite. CTC1 est intégré au complexe CST (CTC1-STN1-TEN1) 
impliqué dans la synthèse du simple brin retard. Ce complexe est associé aux télomères mais 
également à la synthèse de l’ADN en général. 
 
Chez l’adulte, ce sont essentiellement des mutations « perte de fonction » de TERT et TR qui 
sont retrouvées. 
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Figure 9 : Raccourcissement télomérique et instabilité génétique (Sullivan and Karlseder, 2010) 
 
Lorsque le télomère atteint sa taille critique, ou perd son complexe protéique « shelterin » protecteur, 
il est reconnu comme une cassure double brin de l’ADN et pris en charge par le complexe MRN et 
ATM. La queue G est alors perdue ce qui change la conformation de la chromatine, et 53PB1 est 
recruté, facilitant la recombinaison non-homologue (NHEJ) et la fusion des chromosomes. 
En l’absence des suppresseurs de tumeur p53 ou pRb, la cellule reprend son cycle avec les fusions 
chromosomiques. A la mitose suivante, les fusions « casseront » et entraîneront une répartition non 
homogène du matériel génétique, avec translocations déséquilibrées et instabilité génétique.  
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4.3. TECHNIQUES DE MESURE DE LA LONGUEUR DES TELOMERES  
 
Afin de mieux comprendre les interactions entre la maintenance des télomères, les dysfonctions 
télomériques et la survenue de pathologies ou cancers associés, il est important de savoir quantifier la 
longueur des télomères. Dans chaque cellule, chacun des 92 télomères a sa longueur propre, ainsi la 
mesure globale de la longueur des télomères d’une population donnée est le résultat d’une moyenne 
(Aubert et al., 2012). 
 
A. SOUTHERN BLOTTING  
 
Cette technique de référence permet d’obtenir la longueur moyenne de la taille des télomères d’une 
population cellulaire donnée (Vaziri et al., 1993). Brièvement, après digestion de l’ADN génomique 
par des enzymes de restriction préservant les répétitions télomériques, les produits de digestion 
migrent sur gel d’agarose puis sont transférés sur membrane de nylon. Incubés avec une sonde 
nucléotidique complémentaire de la séquence télomérique puis révélés par autoradiographie ou 
chimioluminescence, les fragments télomériques apparaissent sous la forme d’un poids moléculaire 
ADN et leur longueur moyenne est évaluée par rapport au marqueur de taille.  
 
B. QUANTITATIVE-FLUORESCENCE IN SITU HYBRIDATION (Q-FISH) 
 
Des sondes nucléotidiques complémentaires des séquences télomériques TTAGGG, (PNA Peptide 
Nucleic Acid), (CCCTAA)3 sont couplées à un fluorochrome et hybridées sur noyaux interphasiques 
ou en métaphase. La lecture s’effectue au microscope à fluorescence ou au microscope confocal. La 
mesure de l’intensité de fluorescence de chaque télomère, comparée à celle de plasmides calibreurs, 
permet de calculer précisément la longueur des télomères (Poon et al., 1999). Elle est semi-
quantitative si la technique est utilisée pour comparer différentes populations cellulaires entre elles, 
sans témoins de calibration.  
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C. FISH EN CYTOMETRIE DE FLUX (FLOW-FISH) 
 
Les sondes PNA (peptide nucleic acids) sont hybridées sur cellules en suspension. La moyenne de 
fluorescence dans l’échantillon cellulaire correspond à la longueur des télomères dans cet échantillon 
comparée à un échantillon étalon. Les résultats sont obtenus en longueur relative (Rufer et al., 1998) 
(Baerlocher et al., 2006; Alter et al., 2007; Armanios et al., 2007; Alder et al., 2008). 
 
D. REAL TIME-POLYMERASE CHAIN REACTION 
 
Cette technique permet de déterminer la longueur des télomères moyenne dans un extrait d’ADN 
d’une population cellulaire donnée comparée à une gamme étalon (Cawthon, 2002, 2009). 
 
4.4. REGULATION DE LA LONGUEUR DES TELOMERES  
 
Pour les cellules somatiques, à chaque division cellulaire, en raison de l’impossibilité de la DNA-
polymérase à synthétiser totalement les extrémités simple brin des chromosomes linéaires, les 
télomères raccourcissent.  En atteignant leur taille critique, la cellule entre en sénescence. Dans les 
cellules germinales, les cellules souches ou encore les cellules cancéreuses, la taille des télomères doit 
être maintenue pour éviter la sénescence ou « by-passer » les systèmes de surveillance du cycle 
cellulaire. Actuellement, il existe deux mécanismes connus d’allongement des télomères : (1) l’action 
de la télomérase, (2) en l’absence de télomérase, un mécanisme alternatif de recombinaison des 
télomères entre eux (recombination based alternative lengthening of telomeres, ALT).  
 
A. LA TELOMERASE 
 
La télomérase, représentée en figure 10, est une DNA polymérase particulière de type reverse 
transcriptase qui synthétise les séquences répétitives TTAGGG aux extrémités simple brin 3’ des 
chromosomes linéaires, compensant ainsi la perte de longueur télomérique à chaque division cellulaire 
(Greider and Blackburn, 1985, 1987; Cech, 2004; Blackburn et al., 2006) (Greider Carol W. and 
Blackburn Elizabeth H., 1989). La télomérase a deux sous-unités conservées : la sous-unité catalytique 
à activité reverse transcriptase (hTERT, human telomerase reverse transcriptase) et la sous-unité 
comportant l’ARN matriciel (hTR : human telomerase RNA, ou TERC : telomerase RNA component) 
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(Lingner, 1997). Cet ARN sert de matrice pour l’addition des séquences télomériques par la sous-unité 
catalytique de la télomérase via une courte séquence complémentaire AAUCCC (Lingner, 1997) 
(Greider Carol W. and Blackburn Elizabeth H., 1989) (Feng et al., 1995). In vitro, TERT et TR sont 
suffisants pour induire une activité enzymatique. In vivo, le complexe de la télomérase est composé de 
plusieurs protéines nécessaires à son activation et à sa régulation. Ainsi, l’expression induite de la 
télomérase in vivo est suffisante pour induire un allongement des télomères et rendre les cellules 
immortelles, sans pour autant les transformer en cellules tumorales (Meyerson et al., 1997; Bodnar, 
1998; Vaziri and Benchimol, 1998; Morales et al., 1999; Blackburn and Collins, 2011; Podlevsky and 
Chen, 2012).  
 
Au sein du complexe protéique de la télomérase, la dyskérine, impliquée dans la dyskératose 
congénitale, lie TR par le domaine H/ACA, elle est essentielle à la stabilité et à la fonction de la 
télomérase. Font également partie du complexe : NH2, NOP10 and GAR1 (Mitchell et al., 1999a, 
1999b). TCAB1 (telomerase Cajal body protein 1) lie aussi TR (Venteicher et al., 2009). Comme 
décrit plus haut, les mutations des gènes codant pour TERT, TR et la dyskérine sont largement 
impliquées dans les syndromes de dyskératose congénitale. 
 
L’élongation des télomères par la télomérase est finement régulée pendant le cycle cellulaire. En effet, 
la télomérase est active seulement durant la phase S et au cours de la mitose (Diede and Gottschling, 
1999; Marcand et al., 2000). Pour protéger plus spécifiquement le génome, la télomérase rallonge à 
chaque cycle cellulaire peu de télomères et surtout les plus courts (Teixeira et al., 2004). Le 
rallongement des télomères est également dépendant de la quantité de télomérase présente dans la 
cellule, comme le démontre des études d’haplo-insuffisance pour les gènes codant pour la télomérase 
(Hao et al., 2005; Mozdy and Cech, 2006).  
 
Physiologiquement, dans les cellules germinales, les cellules souches hématopoïétiques et les 
lymphocytes activés, la longueur des télomères est conservée à chaque division cellulaire par 
activation constitutive de la télomérase ou réactivation dans les lymphocytes. Ceci permet ainsi un 
renouvellement cellulaire avec conservation des longueurs télomériques (Kim et al., 1994) (Vaziri et 
al., 1994; Chiu et al., 1996). Les mécanismes de maintien ou de réactivation de la télomérase ne sont 
pas encore complètement élucidés. Dans les cellules somatiques, la sous-unité TERT n’est pas 
exprimée et l’activité télomérasique n’est pas détectée. La diminution de longueur des télomères après 
chaque cycle cellulaire permet un nombre limité et défini de cycles par cellule. Lorsque les télomères 
atteignent une taille critique la cellule entre en sénescence: le raccourcissement des télomères est 
associé à la prolifération cellulaire et aboutit à la sénescence proliférative. 
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Ainsi, le « télomère court » peut être assimilé à un suppresseur de tumeur, limitant le potentiel de 
réplication d’une cellule, et abolissant l’accumulation potentielle d’anomalies génétiques au cours des 
multiples divisions cellulaires. En l’occurrence, toutes les cellules cancéreuses possèdent un moyen 
d’éviter l’érosion télomérique, soit par la réactivation de la télomérase, présente dans près de 90% des 
tumeurs (Kim et al., 1994) (Shay and Wright, 1996), soit par un mécanisme d’allongement alternatif 
des télomères (ALT) en l’absence d’activité détectable de la télomérase (Bryan et al., 1995, 1997), par 
recombinaison d’un brin d’ADN d’un télomère sur le brin complémentaire d’un autre télomère 
(Dunham et al., 2000; Reddel, 2003). Ceci a pour conséquence directe une très grande hétérogénéité 
de longueur des télomères. Des études montrent que l’activité de la télomérase est très faible dans les 
lésions pré-tumorales et qu’elle augmente lors de la progression tumorale (Engelhardt et al., 1997; 
Kolquist et al., 1998; Yan et al., 1999). De plus, dans la plupart des cellules cancéreuses, on observe la 
présence d’une activité élevée de la télomérase avec des télomères courts et de fréquentes anomalies 
cytogénétiques impliquant les télomères (Gisselsson et al., 2001; Rudolph et al., 2001). 
 
Ces données expérimentales soulèvent la dualité fonctionnelle de la télomérase dans l’oncogenèse. S. 
Georgin–Lavialle (Georgin-Lavialle, 2011) a proposé un schéma repris en figure 11 résumant le 
devenir de la cellule somatique en fonction de la taille des télomères. Lorsque les cellules somatiques 
réalisent un grand nombre de divisions cellulaires, les télomères raccourcissent jusqu’à atteindre une 
taille « critique ». Les cellules entrent alors en sénescence. A ce stade, p53 et la protéine Rb bloquent 
le cycle cellulaire.  
Si une anomalie cellulaire permet à la cellule de passer ce point de contrôle et de continuer à 
proliférer, le raccourcissement des télomères s’accentue et la cellule entre en phase de « crise 
télomérique », ce qui provoque alors une importante instabilité génétique.  
 
A ce stade, de nombreuses cellules sont éliminées par sénescence ou apoptose. Cependant, certaines 
cellules acquièrent suffisamment d’anomalies oncogéniques pour permettre l’émergence d’un clone 
tumoral par réactivation de la télomérase et conservation de la longueur minimale des télomères, en 
plus de capacités pro-prolifératives et anti-apoptotiques, de l’hyper-expression d’oncogènes et de 
l’inactivation de suppresseurs de tumeur. 
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Figure 10 : Structure du complexe de la télomérase (Calado and Young, 2009) 
La télomérase fait partie d’un complexe protéique associant la dyskérine, NHP2, NOP10, et GAR1.  
La sous-unité catalytique de la télomérase TERT (Telomerase Reverse Transcriptase) contient trois 
domaines principaux : la région N-terminale, la région réverse transcriptase et la région C-terminale. 
TERT allonge le télomère sur le brin meneur en ajoutant à l’extrémité 3’ des hexamères de nucléotides 
TTAGGG grâce à l’ARN matriciel de la sous-unité TERC (Telomerase RNA Component). La sous-
unité TERC comporte sept domaines principaux (CR1 à CR7).  
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Figure 11 : Evolution de la taille des télomères en fonction du nombre de divisions cellulaires et 
échappement tumoral (Georgin-Lavialle, 2011) (Artandi and Depinho, 2000)  
 
A chaque division cellulaire, les télomères raccourcissent jusqu’à atteindre une taille critique, le point 
de contrôle du cycle cellulaire est alors engagé et la cellule entre en sénescence.  
Si les voies p53 et /ou Rb de contrôle sont inactivées, les cellules reprennent le cycle avec persistance 
de l’érosion télomérique et accumulation d’anomalies génétiques et chromosomiques (fusions, 
cassures). Une telle instabilité génétique entraine l’activation d’autres voies de contrôle permettant à 
ces cellules d’entrer en apoptose. Mais la cellule peut encore contourner cette voie soit en réactivant la 
télomérase, soit en activant la voie de l’ALT.  
 
 
B. TECHNIQUES DE MESURE DE LA TELOMERASE ET DE SON ACTIVITE 
 
- EXPRESSION DE LA SOUS-UNITE CATALYTIQUE DE LA TELOMERASE  
De nombreux anticorps ciblant la sous-unité catalytique de la télomérase humaine (hTERT) sont 
commercialisés. Cependant, leurs spécificités ne sont pas clairement établies et seul un anticorps est à 
ce jour recommandé. C’est la raison pour laquelle Fabricius et al ont entrepris en 2009 (Fabricius et 
al., 2009) de vérifier la spécificité de 14 anticorps commercialisés dirigés contre hTERT. Grâce à cette 
étude, nous avons choisi de tester puis d’utiliser l’anticorps anti-hTERT monoclonal de souris (2D8) 
référencé actuellement LSB95 (LifeSpan Bioscience). Cet anticorps est dirigé contre un épitope non 
connu de la protéine « full length » AA 1-1132, produit par des cellules d’insecte. C’est chez la souris 
que l’anticorps de type IgM est produit. Les auteurs ont testé sa réactivité nulle avec un peptide de la 
nucléoline. En effet, plusieurs anticorps ont déjà montré leurs non spécificités et « cross-reaction » 
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avec cette protéine (Wu et al., 2006). En immunohistochimie sur prélèvement congelé, ou fixé en 
formol et inclus en paraffine, l’anticorps produit un marquage nucléaire. 
 
- TELOMERE REPEAT AMPLIFICATION PROTOCOL : TRAP  
La détection de l’activité de la télomérase dans des échantillons biologiques peut être réalisée grâce à 
la méthode du TRAP. Cette technique est composée de deux phases : (1) élongation in vitro d’un 
fragment télomérique synthétique par la télomérase contenue dans l’extrait cellulaire, (2) détection de 
ces produits d’élongation par amplification par PCR (Kim et al., 1994). Le principe initial de la 
technique TRAP consiste en l’utilisation d’une amorce synthétique (TS) mimant une extrémité 
télomérique, et d’une seconde amorce (CX) permettant l’amplification par PCR des produits 
d’élongation. La télomérase contenue dans l’extrait cellulaire va ainsi, en présence de dNTP, ajouter 
des répétitions télomériques à l’extrémité 3’ de l’amorce TS pendant une phase d’incubation de 20 à 
30 min à 25°C. Ensuite la présence de Taq polymérase et de l’amorce CX permet l’amplification par 
PCR des produits synthétisés par la télomérase.  
 
Il existe plusieurs techniques de détection de ces produits d’amplification qui vont permettre une 
mesure semi-quantitative ou quantitative de l’activité télomérase initiale. 
 
L’ajout d’un standard interne dans le milieu réactionnel permet d’obtenir une mesure semi-quantitative 
de l’activité télomérase. Ce standard est formé d’une séquence nucléotidique flanquée en 5’ et 3’ des 
séquences complémentaires aux amorces TS et CX, et sera donc amplifié de la même manière que le 
produit de la réaction de TRAP lors de la PCR. Ce standard étant ajouté en quantité équivalente dans 
le milieu réactionnel de chaque échantillon, il permettra non seulement de contrôler l’absence 
d’inhibiteurs de Taq polymérase dans l’extrait cellulaire, mais aussi de normaliser le signal issu de 
l’amplification des produits d’élongation de la télomérase.  
Plus récemment, une technique de TRAP quantitatif a été développée grâce à l’utilisation de la PCR 
quantitative en temps réel (Hou et al., 2001). Ce test utilise le même principe que le TRAP classique, 
mais la phase d’amplification sera réalisée en PCR temps réel, permettant ainsi la détection à chaque 
cycle des produits d’amplification grâce à la présence de SybrGreen I qui reconnaît les fragments 
d’ADN double brin. La réalisation d’une gamme étalon obtenue à partir de dilutions successives d’un 
échantillon de télomérase quantifié, permettra la quantification précise de l’activité télomérase 
contenue dans l’échantillon de départ. 
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C. MECANISME D’ALLONGEMENT ALTERNATIF DES TELOMERES PAR RECOMBINAISON 
 
La télomérase est exprimée par les cellules cancéreuses dans plus de 80% des cas. Elles conservent 
ainsi leurs longueurs télomériques à chaque division cellulaire. Les longueurs télomériques dans ces 
cellules sont quasi toutes identiques, autour de 10 kb.  
En l’absence de réactivation de la télomérase, la cellule tumorale met en place un système alternatif 
d’allongement des télomères : ALT. Ce mécanisme a pour principe d’allonger les télomères de 
manière hétérogène avec des longueurs pouvant varier de 3 à 50 kb pour une même cellule (Henson et 
al., 2002). Par ailleurs, les cellules ALT positives contiennent des séquences répétitives extra-
télomériques (ECTRs) composées notamment de séquences circulaires double et simple brin et de 
séquences linéaires télomériques (Cesare and Griffith, 2004; Cesare and Reddel, 2010). La fonction 
des ECTRs dans le mécanisme d’allongement des télomères est à ce jour mal connue.  
Enfin, dans les cellules ALT positives, les corps PML sont associés aux télomères, et appelés APBs 
(Associated PML-bodies). Cependant, la présence d’APBs n’est pas suffisante pour conclure à une 
activité ALT, dans la mesure où d’autres mécanismes alternatifs d’allongement des télomères existent, 
« by-passant » la télomérase ou les APBs (Cerone et al., 2005; Fasching et al., 2005; Marciniak et al., 
2005).   
 
- CORPS PML  
Les protéines promyelocytic leukaemia (PML) et SP100 sont essentielles à la formation des corps 
nucléaires PML (PML-NBs, PML-nuclear bodies), couvrant la structure protéique « sphérique » de 
50 à 100 nm de diamètre (Lang et al., 2010). Leurs rôles sont multiples. Elles sont associées à 
différents compartiments cellulaires en réponse à différents stress comme le raccourcissement des 
télomères, les dommages de l’ADN, les modifications conformationnelles des protéines (Condemine 
et al., 2007), l’inhibition du protéasome (Mattsson et al., 2001) ou la régulation de l’expression du 
CMH I (Zheng et al., 1998) etc. PML joue un rôle primordial dans la maintenace de la quiescence 
des cellules souches hématopoïétiques et leucémiques (Ito et al., 2008) (Ito and Ito, 2013). La 
protéine PML recouvre le corps nucléaire comme une « coquille » dans laquelle on retrouve plus de 
100 protéines différentes (nuclear protein database (Dellaire, 2003) (Lallemand-Breitenbach and De 
Thé, 2010) et, en fonction des localisations, les corps comportent également ADN et ARN. 
La surexpression de PML induit la sénescence, l’arrêt du cycle cellulaire et l’apoptose (Quignon et 
al., 1998; Wang et al., 1998). PML permet l’activation de la voie de p53 et de la protéine du 
rétinoblastome (Rb) (Vernier et al., 2011). Ses interactions avec la voie de p53 ne sont pas 
complètement élucidées, PML recrute p53 au sein des corps nucléaires et facilite sa phosphorylation 
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(Pearson et al., 2000) (Hofmann et al., 2002) mais également la séquestration de MDM2 (Bernardi et 
al., 2004). Hugues de Thé  (Rowley et al., 1977) (De Thé et al., 1990; The et al., 1991) a très 
largement contribué à la compréhension des multiples rôles de PML en mettant en évidence dans plus 
de 98% des cas de leucémies promyélocytaires le gène de fusion PML/RARA (Récepteur à l’acide 
rétinoïque alpha). Ce gène de fusion issu de la translocation t(15;17) invalide la fonction de PML en 
désorganisant les PML-NBs, ainsi que celle de RARA, en agissant comme dominant négatif. 
Enfin, PML et SP100 sont soumises à des modifications post-transcriptionnelles de type sumoylation 
(Small Ubiquitin-related Modifier) par SUMO1 surtout, et SUMO2/3 (Van Damme et al., 2010). 
 
- CORPS PML ET MECANISMES D’ALLONGEMENT ALTERNATIF DES TELOMERES 
En 1999, Yeager et al (Yeager et al., 1999) ont découvert que les cellules cancéreuses immortalisées et 
n’exprimant pas la télomérase, possédaient un nouveau type de PML-NBs associés aux télomères, 
contenant, par définition, les protéines PML, SP100 et SUMO, mais également les séquences 
nucléotidiques télomériques simple brin, les protéines associées aux télomères (TRF1, TRF2, POT1 et 
RAP1) et des protéines impliquées dans la réparation des dommages de l’ADN par recombinaison 
homologue : RAD51, RAD52, le complexe MRN, l’histone γH2AX, et les SMC5/6 (structural 
maintenance of chromosome complex). Les séquences télomériques sont absentes des corps PML dans 
les cellules télomérases positives (Henson, 2006; Grudic et al., 2007). Ces corps PML forment des 
clusters associant plusieurs extrémités télomériques et favorisent ainsi la recombinaison entre les 
télomères (Draskovic et al., 2009).  
Ces structures complexes sont appelées APBs (ALT-associated PML-NBs). Leur structure 
tridimensionnelle a été décrite par Lang et al en 2010 (Lang et al., 2010). L’association entre la 
présence des APB aux télomères et l’ALT est clairement établie (Cesare and Griffith, 2004; Fasching 
et al., 2007). Cependant il existe des limites à la détection des APBs et certaines incertitudes sur le fait 
que les cellules négatives pour les APBs le soient également pour l’ALT. En effet, il est possible de 
retrouver des colocalisations PML-télomères dans des cellules ALT négatives. La présence de ces 
« telomeres-associated PML bodies » ou TPBs serait alors représentative d’un état « pré-ALT » 
(Slatter et al., 2010, 2012).  
Le mécanisme ALT est dépendant de la recombinaison des télomères et donc de la réplication 
(Dunham et al., 2000). Il favorise les mécanismes de « rolling circle amplification » (RCA) induisant 
ainsi la production de cercles riches en C, témoins spécifiques de l’activité ALT. En effet, il semblerait 
pertinent de rechercher les mécanismes d’ALT par la présence de cercles C : cercles extra-
chromosomiques d’ADN télomériques partiellement simple brin, avec un brin riche en C complet et 
un brin riche en G partiel. La présence et l’abondance de cercles C sont spécifiques des mécanismes 
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ALT et corrélées à l’activité ALT. La sensibilité de détection est meilleure que la détection de l’ALT 
par les APBs (Henson et al., 2009). 
Si plus de 80% des tumeurs surexpriment la télomérase, seule une minorité utilise l’ALT comme 
mécanisme d’allongement des télomères : ce sont principalement les tumeurs sarcomateuses (Henson 
et al., 2005) (Ulaner et al., 2003; Heaphy et al., 2011). De plus, si ces 2 mécanismes sont exclusifs, 
ceci suggère une inhibition de l’ALT dans les cellules exprimant la télomérase, comme avancé par 
Bower et al (Bower et al., 2012) récemment, et d’autres équipes précédemment (Jiao et al., 2011; 
Heaphy et al., 2012) (Lovejoy et al., 2012; Schwartzentruber et al., 2012) (Ishii et al., 1999; Perrem et 
al., 1999) en démontrant que ATRX est le candidat répresseur des mécanismes ALT dans les cellules 
positives pour la télomérase.  
En effet, les mutations d’ATRX, TP53 et H3F3A (codant pour ATRX, p53 et H3.3) sont corrélées à 
l’activité ALT dans les glioblastomes pédiatriques (Schwartzentruber et al., 2012). Enfin, la présence 
d’ATRX est inversement corrélée à la présence des TERRAs aux télomères (Ng et al., 2009; Goldberg 
et al., 2010; Sampl et al., 2012). 
 
La figure 12 représente la complexité du mécanisme d’allongement alternatif des télomères et de ses 
multiples étapes de régulation. 
 
- ALLONGEMENT DES TELOMERES : RECOMBINAISON HOMOLOGUE OU NHEJ ? 
Les télomères dysfonctionnels aboutissent à des fusions chromosomiques réalisées par la machinerie 
de réparation des cassures double brin : RH ou NHEJ. Le « choix » de ces voies de réparation est mal 
défini, de même que l’équilibre par lequel est régi la réparation des cassures double brin de l’ADN 
génomique, mais il existe le plus souvent un échange des chromatides sœurs (Telomere sister 
chromatid exchanges, T-SCEs), suggérant que le mécanisme de recombinaison homologue puisse être 
largement impliqué (Bailey et al., 2004; Bechter et al., 2004).  
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Figure 12 : Acquisition du phénotype ALT (Chung et al., 2012) 
De nombreux mécanismes de dérégulation interviennent dans l’allongement des télomères, télomérase 
indépendant : la dérégulation de l’équilibre sumoylation/désumoylation aux télomères, et une 
combinaison d’aberrations additionnelles comme l’activation constitutive de la machinerie de 
réparation de l’ADN, la déstabilisation du complexe « shelterin », la perte de p53, les mutations de 
DAXX, ATRX ou H3.3 etc., autant de mécanismes requis pour l’ALT. 
 
La voie canonique de l’ALT comporte la présence d’APBs, d’ECTRs, de T-SCEs (Telomeres-Sister 
Chromatid exchanges) et d’une longueur hétérogène des télomères. 
La voie non canonique caractérise les mécanismes ALT pour lesquels il manque un ou plusieurs des 
mécanismes sus-cités. 
 
Enfin, le concept de phénotype « pré-ALT » est associé à des mécanismes de dérégulation de la 
sumoylation avec accumulation de PML aux télomères (Telomere-associated PML bodies, TPBs). 
L’accumulation supplémentaire d’anomalies épigénétiques induirait l’apparition d’APBs fonctionnels 
et d’un phénotype ALT. 
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D. METHODES DE DETECTION DE L’ALT ET DES DYSFONCTIONS TELOMERIQUES 
 
Il existe deux méthodes principales permettant de détecter l’ALT :  
1) la recherche de « terminal restriction fragments » (TRF) par Southern blotting des profils de 
longueur des télomères. En effet, dans les cellules ALT, la longueur des télomères est hétérogène, 
souvent supérieure à 20 kb alors que les télomères humains sont au contraire de longueur homogène et 
plus courte, comprise entre 5 et 10 kb (Bryan et al., 1995) (Henson et al., 2002).  
2) la recherche de corps PML associés à l’ALT (APBs) par une méthode d’immuno-FISH détectant 
la protéine PML associée aux télomères repérés par une sonde télomérique spécifique (Henson et al., 
2005; Heaphy et al., 2011).  Récemment, une méthode quantitative de mise en évidence des cercles C 
a été mise au point et permet de détecter de manière spécifique la présence de l’ALT dans les cellules 
(Henson et al., 2009; Lau et al., 2012). 
 
- DETECTION DES CERCLES C : CC ASSAY 
Il existe deux méthodes permettant leur détection : (1) une technique d’amplification de l’ADN par 
PCR utilisant le cercle C comme matrice de réplication et produisant des simples brins linéaires 
quantifiés par dot-plot en utilisant une sonde radio-marquée (Henson et al., 2009). (2) une technique 
simplifiée récemment publiée par la même équipe, utilise la mesure de longueur des télomères par 
PCR quantitative pour détecter également l’ALT à partir d’une quantité minimale de 30 ng d’ADN et 
en un temps réduit (Henson et al., 2009). 
 
- APB ET COLOCALISATION DE PML ET TRF2  
Cette méthode, simple, reproductible et facilement interprétable, permet de détecter les phénomènes 
d’ALT dans les cellules n’exprimant pas la télomérase. Cependant cette technique présente des limites 
de sensibilité ne garantissant pas une détection absolue de toutes les cellules ALT+. De même, toutes 
les cellules possédant des colocalisations PML et TRF2 ne sont pas ALT+ (vu ci-dessus). 
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Illustration d’un immunomarquage PML (vert) et TRF2 (rouge) avec colocalisations représentant 
les APBs et confirmant la présence de mécanisme alternatif de recombinaison des télomères (Sullivan 
and Karlseder, 2010). 
 
- IMMUNOFISH 
Cette technique permet de détecter la présence de certaines protéines colocalisées aux télomères. Les 
informations retenues en fonction des protéines recherchées sont différentes et informent (1) soit sur la 
présence de PML aux télomères avec la suspicion de mécanismes ALT, (2) soit sur la présence de 
γH2AX ou 53BP1 pour la recherche de dysfonctions télomériques, les TIFs (telomeres dysfunction 
induced foci). 
 
 
 
 
 
Exemples de TIFs (Sullivan and Karlseder, 2010) : sur des noyaux en interphase les protéines 
53BP1 et γH2AX permettent de localiser les sites de réparation de dommages de l’ADN. Le marquage 
simultané des télomères par la sonde spécifique permet d’évaluer les colocalisations. 
Pour exemple, il faut un minimum de cinq télomères dysfonctionnels et de petite taille pour 
déclencher in vitro la sénescence (Kaul et al., 2012).  
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- CO-FISH (CHROMOSOMES ORIENTED-FLUORESCENT IN SITU HYBRIDIZATION) :  
Cette technique permet d’évaluer la synthèse directe et retardée des télomères des brins meneurs et 
retards en combinant (1) une étude du cycle cellulaire en BrdU (bromodéoxyuridine) et BrdC 
(bromodéoxycytidine), (2) une irradiation UV et une digestion des brins néo-synthétisés par une 
exonucléase III, et (3) une étude de FISH avec les sondes spécifiques et de couleurs différentes des 
brins meneurs (sonde AATCCC, ici rouge) et retards (sonde TTAGGG, ici verte). Cette technique met 
en évidence les anomalies télomériques acquises au cours du cycle cellulaire : recombinaisons 
télomériques entre chromosomes pour l’ALT ou anomalies morphologiques de nombre et de 
localisations des télomères pour rechercher des dysfonctions télomériques.  
 
 
Exemple de remaniements télomériques : recombinaison ou ponts télomériques entre différents 
chromosomes illustrant les phénomènes d’ALT (Draskovic et al., 2009). 
 
 
 
 
 
Exemple d’anomalies morphologiques , illustration de dysfonctions télomériques dans le 
syndrome HH : doublets télomériques (blanc), signaux télomériques interstitiels (jaune), signaux 
télomériques multiples (rouge) (Touzot et al., 2012). 
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REPONSE CELLULAIRE AUX DOMMAGES DE L’ADN : INSTABILITE GENETIQUE, SENESCENCE, 
ECHAPPEMENT TUMORAL, APOPTOSE 
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Suite au raccourcissement télomérique « physiologique », la cellule atteint son nombre maximal de 
divisions et, en conséquence, il existe un arrêt du cycle cellulaire de manière prolongée et irréversible : 
c’est la sénescence. Pendant cette phase, la cellule peut accumuler des anomalies génétiques et des 
remaniements chromosomiques. Il existe alors deux devenirs possibles pour la cellule : 1) les 
« gatekeeper » ou gardiens de l’intégrité génomique, entrainent l’arrêt du cycle cellulaire, avec 
réparation et reprise du cycle. Si la réparation n’est pas possible la cellule est vouée à la mort 
cellulaire. 2) Ces anomalies ne sont pas prises en charges par le système de réparation et 
l’accumulation d’erreurs peut, dans ce cas, conduire à l’échappement du système de surveillance, soit 
par un effet pro-oncogénique, soit par un effet d’inhibition ou d’inactivation des suppresseurs de 
tumeur. 
Dans ce chapitre, nous introduirons l’entrée en sénescence des cellules normales suite aux 
raccourcissements télomériques après un nombre défini de divisions cellulaires. C’est le concept de 
sénescence proliférative.  
 
1. RACCOURCISSEMENT DES TELOMERES ET SENESCENCE  
 
La sénescence cellulaire a été décrite pour la première fois par Hayflick en 1965 (Hayflick, 1965) qui 
a constaté que les cellules humaines avaient une capacité proliférative limitée. Elle est définie par un 
arrêt du cycle cellulaire prolongé et irréversible, qui se caractérise par une non-réponse aux facteurs de 
croissance, une activité métabolique réduite et un changement morphologique des cellules (Collado et 
al., 2007). 
Ce mécanisme diffère de la quiescence qui est un état cellulaire réversible, dit de « dormance », et sans 
lien avec une anomalie du génome. En effet, la cellule possède une « horloge biologique », avec un 
nombre de division cellulaire maximal programmé et corrélé à la longueur minimale critique des 
télomères, en dessous de laquelle la cellule entre en sénescence (proliférative). 
Les bases moléculaires de la sénescence sont largement étudiées. Elle est le fruit de la combinaison de 
trois mécanismes : le raccourcissement télomérique, la régulation positive du locus de CDKN2A 
codant pour INK4A (qui active la voie Rb) et ARF (qui active la voie de p53) (Chin et al., 1999; Li et 
al., 2009), et l’accumulation de dommages de l’ADN. Ainsi, le raccourcissement télomérique permet 
l’entrée en sénescence de la cellule. Les cellules sénescentes possèdent des marqueurs phosphorylés et 
actifs de réparation de cassures double brin tels que γH2AX, 53BP1, CHK2… directement localisés 
aux télomères dysfonctionnels, et leur inactivation dans les cellules sénescentes permet la reprise du 
cycle cellulaire (d’Adda di Fagagna et al., 2003) (Takai et al., 2003). Les télomères dysfonctionnels 
peuvent également induire l’apoptose en activant la voie de p53 (Lee et al., 1998) (Rudolph et al., 
1999; Rajaraman et al., 2007).  
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La figure 13 illustre les voies de sénescence ou d’apoptose après la détection de télomères 
dysfonctionnels. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 13 : Télomères dysfonctionnels et activation des voies p53 et Rb (Deng et al., 2008) 
Les raccourcissements progressifs des télomères au cours des cycles cellulaires successifs et la 
« déprotection » des télomères par défaillance du complexe « shelterin » vont activer la voie de 
réparation de l’ADN, via ATM et ATR et, en aval, la sénescence ou l’apoptose. 
 
 
Il existe peu de marqueurs robustes pour identifier les cellules sénescentes (Collado and Serrano, 
2006). Il s’agit le plus souvent de marqueurs d’arrêt du cycle cellulaire : p16, p21 (Young et al., 2008), 
p27 (Majumder et al., 2008), de protéines de la famille Ras (Hras, Kras, Nras) (Serrano et al., 1997) 
(Sarkisian et al., 2007), Braf (Dhomen et al., 2009), E2F (Denchi et al., 2005) PTEN (Chen et al., 
2005). Néanmoins, le plus utilisé et le plus consensuel est le test d’activité de la beta-galactosidase 
associée à la sénescence à pH=6. Ce test permet de détecter la dégradation des sucres par cette enzyme 
lors de la sénescence en ajoutant son substrat chimiquement modifié, X-Gal, qui sera dégradé et 
visualisé en microscopie optique comme un précipité bleuté (Dimri et al., 1995; Itahana K, Itahana Y, 
2013).  
  112 
2. ECHAPPEMENT TUMORAL 
 
Le processus de sénescence permet de protéger l’organisme de l’apparition de cancer en empêchant les 
cellules de réaliser un trop grand nombre de divisions cellulaires et d’accumuler des anomalies 
génétiques susceptibles de transformer une cellule normale en une cellule tumorale (Campisi et al., 
2001). Cependant l’état de sénescence s’accompagne d’une instabilité génétique avec fusions 
chromosomiques, et d’une surexpression d’oncogènes ou inhibition de suppresseurs de tumeurs 
(Hande et al., 1999).  
De nombreuses tumeurs à l’état « pré-malin » expriment des marqueurs de sénescence (Collado et al., 
2005) : les neurofibromes de la neurofibromatose, les adénomes coliques, les néoplasies intra-
canalaires ou in situ, les naevi... A l’inverse, les tumeurs malignes n’expriment pas de marqueur de 
sénescence. Ceci suggère que la sénescence joue un rôle de « barrière » de la progression tumorale, 
comme un « mécanisme suppresseur de tumeur », mais aussi une étape, précédent la progression. 
Ainsi, pour passer de l’état « pré-malin » à l’état « malin », un « évènement secondaire » et 
supplémentaire doit survenir, soit la perte de régulation de la sénescence, soit la perte de régulation de 
l’apoptose, soit l’acquisition d’une capacité proliférative incontrôlée. 
Nous avons cité la participation active des oncogènes et suppresseurs de tumeurs dans l’entrée en 
sénescence de la cellule. L’évolution vers le phénotype tumoral de la cellule est le plus souvent 
associée à la perte de CDKN2A ou TP53, empêchant ainsi la cellule d’entrer en sénescence (Sarkisian 
et al., 2007) et initiant la transformation tumorale. 
Inversement, restaurer les fonctions de suppresseurs de tumeurs comme p53 (Efeyan et al., 2007; 
Ventura et al., 2007; Kumamoto et al., 2008; Brown et al., 2009) ou inhiber les oncogènes 
surexprimés comme c-Myc (Wu et al., 2007) permet de restaurer les capacités de sénescence de la 
cellule transformée, participant au phénomène de « clairance » ou décroissance tumorale. Les cellules 
sénescentes sont alors prises en charge par le système immunitaire inné, macrophage, polynucléaires 
neutrophiles et lymphocytes NK (Ventura et al., 2007) (Xue W, Nature 445, 656-660, 2007).  
 
Ainsi, les télomères se trouvent au centre de l’équilibre entre allongement et attrition, inhibition et 
recrutement du système de réparation de l’ADN, recombinaison homologue et NHEJ, sénescence, 
transformation tumorale et apoptose. 
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PROBLEMATIQUE 
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Les hémopathies myéloïdes et lymphoïdes sont des pathologies clonales évolutives.. Il existe deux 
hémopathies clonales, avec atteintes cutanées, caractérisées par la régression spontanée des lésions 
cutanées : une pathologie myéloïde, la mastocytose de l’enfant et une pathologie lymphoïde, la 
papulose lymphomatoïde. 
 
La mastocytose forme un groupe hétérogène de pathologies touchant l’enfant le plus souvent, 
et l’adulte. « Les » mastocytoses évoluent différemment chez ces patients : chez l’enfant la 
mastocytose régresse le plus souvent, chez l’adulte elle se déclare à l’âge adulte et persiste sous forme 
chronique. Dans les deux cas, il s’agit donc d’une hémopathie clonale avec mutations de KIT 
(Bodemer et al., 2010). Nous n’étudierons pas ici les mastocytoses sans mutation de KIT retrouvée, 
(WT). Les mutations de KIT diffèrent entre les enfants (mutations préférentielles des exons 8 et 9, 
domaine extracellulaire (ECD)) et les adultes (mutations préférentielles de l’exon 17, domaine 
phospho-transférase (PTD)) et activent des voies de signalisation intracellulaire différentes (Yang et 
al., 2010b). Les mutations les plus fréquemment retrouvées chez l’enfant (non PTD) activent la voie 
Akt, alors que les mutations de l’exon 17 (PTD) activent principalement la voie Stat. Enfin, dans les 
formes agressives de mastocytose (leucémie à mastocytes, sarcome mastocytaire), il existe 
préférentiellement des mutations du domaine ECD (non PTD) de KIT (Georgin-Lavialle et al., 2012). 
 
La papulose lymphomatoïde (PL) forme également un groupe hétérogène de maladies sur les 
plans clinique et pronostique. Sans distinction d’âge, il existe des patients peu symptomatiques et 
d’autres présentant de nombreuses lésions associées à des récidives et à une évolution chronique. Pour 
un troisième groupe de patients, l’histoire de la maladie est marquée par l’apparition d’un lymphome 
clonalement identique au clone T retrouvé dans les lésions de PL. Biologiquement, la PL est une 
pathologie clonale dont la physiopathologie est peu documentée. Aucun mécanisme oncogénique 
décrit n’a réellement démontré son impact physiopathologique dans le développement de la maladie 
(origine infectieuse, virale notamment, mutation, translocation). Aucun récepteur à activité tyrosine 
kinase constitutivement activé n’a été décrit dans cette pathologie. 
 
Ainsi, nous avons émis l’hypothèse que la régulation de la régression spontanée de ces 
pathologies pouvait dépendre de la longueur des télomères et de l’activité de la télomérase, associée à 
l’activation constitutive d’un récepteur à activité tyrosine kinase.  
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HYPOTHESES ET OBJECTIFS DE L’ETUDE 
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1. MASTOCYTOSE 
 
Les différences d’évolution de la maladie observées entre les enfants et les adultes suggèrent un rôle 
potentiel de la biologie des télomères dans la régression de la mastocytose de l’enfant, et dans la 
chronicité de la mastocytose de l’adulte (figure 14).  
Ainsi, les mutations du domaine PTD pourraient augmenter l’expression et/ou l’activité de la 
télomérase, et entraîner une stabilisation et/ou un allongement de la longueur des télomères, favorisant 
l’immortalisation des mastocytes.  
À l’inverse, les mutations du domaine ECD, non PTD, pourraient :  
‐ d’une part induire une prolifération accrue de mastocytes tumoraux aboutissant à une 
sénescence proliférative, avec apoptose des cellules tumorales et disparition des lésions 
cutanées.  
‐ d’autre part, activer une voie de signalisation intracellulaire différente de celle activée par le 
domaine PTD, et être à l’origine d’une répression de l’expression de la télomérase et d’un 
raccourcissement des télomères.  
Par ailleurs, les formes agressives de mastocytose de l’adulte présentent des mutations de KIT qui 
peuvent se trouver dans le domaine PTD ou ECD. Il existe également des mastocytoses agressives 
avec des formes WT de KIT, elles ne seront pas développées ici.  L’activation constitutive de c-Kit et 
de la signalisation intracellulaire en aval pourrait induire une instabilité génétique accrue en fonction 
des mutations de type pédiatrique ou adulte, favorisant ainsi l’apparition d’autres anomalies 
génétiques et l’évolution vers une pathologie agressive.  
Les résultats obtenus sur la meilleure compréhension de la régression des mastocytoses pédiatriques et 
du développement des mastocytoses agressives permettraient d’envisager de nouvelles cibles 
thérapeutiques pour ces pathologies au pronostic très réservé. 
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Figure 14 : Représentation schématique de l’évolution des mastocytoses de l’enfant et de l’adulte 
en fonction de deux types de mutations de KIT étudiées. 
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2. PAPULOSE LYMPHOMATOÏDE 
 
La physiopathologie et l’oncogenèse de la papulose lymphomatoïde (PL) ont été peu étudiées. Aucune 
activation constitutive de récepteur à activité tyrosine kinase n’a été décrite dans les cellules tumorales 
de PL ou dans les lignées cellulaires issues de PL. L’expression et l’activation du récepteur au PDGF 
(PDGFR) ont été rapportées et étudiées dans les lymphomes T (Piccaluga et al., 2005; Huang et al., 
2010). Les récepteurs au PDGF sont par ailleurs largement impliqués dans l’oncogenèse de différentes 
tumeurs qui surexpriment PDGF ou acquièrent une anomalie génétique activant constitutivement son 
récepteur (glioblastomes, tumeurs stromales gastro-intestinales, syndromes myéloprolifératifs 
hyperéosinophiliques, tumeurs rénales). Son domaine intracellulaire est sensible aux inhibiteurs de 
tyrosine kinase (de type STI571, Imatinib ou AB1010, Masitinib).  
Nous avons émis l’hypothèse d’une expression et d’un rôle de ce récepteur dans la prolifération des 
cellules tumorales de PL in vivo, et in vitro dans les lignées cellulaires issues de PL. Cette hypothèse 
est sous-tendue par l’expression et l’activation déjà décrite de Notch1 dans les PL (Jin et al., 2008). 
La guérison spontanée des lésions cutanées suggère un rôle potentiel des télomères et de la télomérase 
dans cette pathologie. L’activation du récepteur au PDGF pourrait contribuer à la régulation de 
l’expression et de l’activité de la télomérase. Ainsi, une activité diminuée de la télomérase et un 
raccourcissement des télomères pourraient entrainer la sénescence et l’apoptose des cellules T CD30+ 
et la disparition des lésions cutanées.  
Comme dans le modèle des formes agressives de mastocytoses, les cellules T CD30+ de PL sont 
susceptibles d’être immortalisées en échappant à la « crise télomérique » (raccourcissement des 
télomères, sénescence et apoptose), permettant la sélection et la prolifération d’un clone lymphoïde 
tumoral, et l’émergence d’un lymphome associé. Nous n’étudierons pas ici le rôle potentiel du 
microenvironnement inflammatoire dans la régression des lésions. 
Les résultats obtenus permettraient de développer des marqueurs prédictifs de régression définitive, de 
chronicité ou d’association de la PL à un lymphome, et de proposer de nouvelles cibles thérapeutiques 
dans les formes chroniques et invalidantes. De plus ces résultats pourraient s’appliquer à d’autres 
lymphomes et lymphoproliférations T cutanés. 
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MASTOCYTOSE : RESULTATS 
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Le travail sur la mastocytose présenté dans ce manuscrit fait suite à une partie des travaux de thèse 
soutenue en 2011 par le docteur S. Georgin Lavialle dont voici les résultats : 
 
(1) In vivo, à partir de biopsies cutanées congelées de lésions de mastocytoses, il existe une différence 
significative d’expression en RT-Q-PCR de la sous-unité catalytique de la télomérase (hTERT) entre 
les enfants et les adultes (enfants n=48 et adultes n=60, p=0,033). Cette expression est normalisée par 
rapport à l’expression de c-Kit.  
 
(2) En fonction du type de mutation de KIT retrouvée chez les enfants (n=46), il existe une différence 
significative d’expression de hTERT entre le groupe avec mutation de l’exon 8 ou de l’exon 9 (n=17), 
et le groupe avec mutation de l’exon 17 (n 17) (p=0,03).  
 
(3) L’activité de la télomérase mesurée par QTRAP dans les mastocytes triés et les précurseurs 
hématopoïétiques issus de moelle osseuse est augmentée chez les patients atteints de mastocytose avec 
mutation D816V de KIT (n=4) par rapport au groupe contrôle (n=4) (test statistique non significatif). 
 
Ces résultats suggèrent fortement un rôle potentiel des télomères et de la télomérase dans l’évolution 
de la mastocytose de l’adulte et dans la régression de la mastocytose chez l’enfant et ce en fonction du 
type de mutation de KIT. 
 
Le travail de thèse présenté dans le chapitre « résultats I » fait suite à ces travaux. Nous avons dans un 
premier temps complété les travaux in vivo comparant l’expression de hTERT en immunohistochimie 
entre les adultes et les enfants atteints de mastocytose, et avons confirmé la différence d’expression de 
hTERT entre enfants et adultes. L’étude de la longueur des télomères chez les enfants a été effectuée 
en formant deux groupes de patients en fonction des mutations de KIT : non-PTD (exons 8 et 9) et 
PTD (exon 17). En immuno-FISH, les télomères sont plus longs dans les mastocytes des biopsies 
cutanées d’enfants ayant une mutation PTD de KIT. 
 
Afin d’approfondir ces résultats in vitro, nous avons suggéré que les mutations activatrices de KIT, 
localisées sur des exons différents, seraient responsables d’une variation d’expression de la télomérase 
et de la longueur des télomères. Dans un premier temps, nous avons étudié un modèle murin de 
mastocytes médullaires comportant un récepteur c-Kit muté sur le domaine PTD ou non-PTD et avons 
détecté des télomères plus courts dans les mutants non-PTD associés à une sénescence plus élevée. 
Ensuite, nous avons testé un modèle de fibroblastes primaires humains. Les résultats obtenus sont 
similaires au modèle de mastocytes primaires murins. Cependant, nous n’avons pu mettre en évidence 
de différence d’expression ou d’activité de la télomérase, nulles dans ces modèles humains.  
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La régulation de la longueur des télomères est dépendante (1) de l’activité du complexe de la 
télomérase, (2) de l’intégrité du complexe protéique « shelterin » associé aux télomères, (3) de 
l’intervention d’un mécanisme alternatif d’allongement des télomères par recombinaison.  
 
En l’absence de résultat positif sur l’expression et l’activité de la télomérase dans ce modèle, nous 
avons émis l’hypothèse que les différents mutants de KIT pouvaient réguler l’expression ou intervenir 
sur la régulation post-transcriptionnelle des protéines du complexe « shelterin » ; et notamment TRF2 
qui lie l’ADN télomérique. Les résultats préliminaires montrent que l’expression en ARN de TRF2 est 
supérieure au contrôle dans les mutants PTD et non-PTD, mais l’expression protéique en 
immunofluorescence est plus faible et diffuse dans le mutant non-PTD. Le mutant PTD et le contrôle 
ont des signaux de fluorescence punctiformes similaires. 
 
Dans une seconde partie du travail intégrée au chapitre « résultats I », nous avons étudié un cas de 
sarcome mastocytaire récemment publié (Georgin-Lavialle et al., 2013) associé à une mutation non-
PTD de KIT. En effet, ces mutations sont associées aux mastocytoses de l’enfant, et dans près de 80% 
des cas publiés, les lésions cutanées ont tendance à régresser, soit partiellement le plus souvent, soit 
totalement dans près de 20% des cas. Ainsi, l’évolution vers une pathologie agressive de type sarcome 
ou leucémie est paradoxale mais représente environ 3% des cas de mastocytose pédiatrique. Nous 
avons émis l’hypothèse d’une réexpression de la télomérase expliquant la « transformation » en 
sarcome. Les résultats montrent : (1) les cellules sarcomateuses c-Kit positives n’expriment pas la 
télomérase, (2) la longueur des télomères est hétérogène dans ces cellules (S. Georgin-Lavialle), (3) il 
existe une importante instabilité génétique en aCGH, (4) la colocalisation en immunofluorescence de 
PML et TRF2 suggère la présence d’APBs et de mécanisme d’ALT, associés à l’expression de p53 et 
Ki67. 
 
En parallèle, étant donné l’hétérogénéité des données d’évolution de la mastocytose chez l’enfant, C. 
Méni a procédé à une importante revue de la littérature regroupant près de 1500 cas de mastocytose 
pédiatrique publiés depuis 1950 afin de déterminer avec précision l’évolution et les caractéristiques de 
régression de la maladie chez l’enfant. Ces résultats font l’objet d’un article rédigé en anglais et non 
soumis au moment de la rédaction, retrouvé dans le chapitre « résultats II ».  
Brièvement : (1) le sexe ratio est de 1/1, (2) près de 70% des cas sont des atteintes cutanées de type 
urticaire pigmentaire, (3) près de 80% des enfants suivis présentent une symptomatologie régressive 
dont près de 20% totalement régressive, (4) la durée de suivi est hétérogène et courte (7 ans en 
médiane) et la plupart des cas débutent avant l’âge de 2 ans, (5) dans près de 3% des cas rapportés il 
existe une évolution de la pathologie vers un sarcome ou une leucémie à mastocytes, d’évolution fatale, 
(6) seulement 10% des mastocytoses rapportées (n=151) ont été génotypées et la proportion de 
mutation D816V est inférieure à celle retrouvée par Bodemer et al. sur 50 cas (Bodemer et al., 2010). 
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En conclusion, dans cette première partie de résultats (I et II), nous montrons que les mastocytoses de 
l’enfant, régressives dans l’ensemble, sont associées à des télomères courts et à un phénotype de 
sénescence in vitro. Contrairement aux mastocytoses de l’adulte associées à des télomères plus longs 
et à une activation de la télomérase in vivo sans pour autant le démontrer in vitro. Par ailleurs, 
l’activation constitutive de c-Kit dans le modèle in vitro de mutant non-PTD semble interagir avec la 
régulation d’expression de TRF2, protéine « shelterin » indispensable à la physiologie du télomère. 
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RESULTATS I 
IN MASTOCYTOSIS, TELOMERE SHORTENING CORRELATES WITH KIT MUTATIONS: A NEW 
APPROACH TO DETERMINE OUTCOME AND PROGNOSIS 
 
Manuscrit à soumettre 
  132 
  133 
In mastocytosis, telomere shortening correlates with KIT mutations: a new approach to 
determine outcome and prognosis. 
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Figure 1 
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Figure 1: Genotyping and schematic clinical outcome of mastocytosis. 
a: Schematic representation of the c-Kit tyrosine kinase SCF receptor (AFIRMM datas): main 
mutations encountered in children (n=115) : exon 8, Del419Asp, Del417-InsTyr 418-419, C443Y; 
mutations encountered in adults who started disease in childhood (n=26): Del419D, K509I, V560G; 
and mutation in adults who started disease in adulthood (n=112): D816V, D816I. 
b: Distribution of C-KIT mutations among children and adults : about two thirds of adults are 
D816V and a third WT. Only 3% have a mutation other than D816V. Among children, 80% are 
mutated and are divided between D816V or non-D816V, only 15% are WT C-KIT. Most of the 
children have a non-D816V C-KIT mutation; most of the adults have D816V C-KIT mutation.  
c: Schematic mastocytosis outcome. 
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Figure 2: In vivo differential telomerase expression and activity between PTD and non-PTD KIT 
mutant 
a,b,c : Double staining immunohistochemistry study. a: results showed an increased telomerase 
expression in adult (n=16) compared to children(n=15) group. b,c : double staining with c-Kit (red) 
and hTERT (brown) antibodies, x100 magnification, 80% cells are double stained in adult woman 
cutaneous biopsy with PTD c-Kit mutant (b), 45% cells are double stained in boy cutaneous biopsy 
with non-PTD c-Kit (419ins6) mutant (c).  
d,e,f : Telomerase mRNA expression. d: significant increased telomerase mRNA expression in adult 
group (n=41) compared to children (n=56). e: significant differential telomerase mRNA expression in 
children subgroup with PTD (n=17) or non-PTD (n=29) c-Kit mutant. f: no significant differential 
mRNA expression between adult (n=31) and children (n=17) with PTD c-Kit mutant.  
g,h: relative telomerase activity (TRA) by Q-TRAP : g : mast cells, h: hematopoietic precursors, of 
D816V mastocytosis patients (n=3) and control patients (n=3). Increased RTA in PTD mutant mast 
cells (MC) (p=0,054) and hematopoietic precursors (HP) (p=0,6)  
i,j : Telomere length in children subgroup with matched ages by FISH study. i: fluorescent 
intensity of telomere length in children PTD (n=4)  or non-PTD (n=3) subgroup measured in paraffin 
embedded cutaneous biopsies. Graph summarizes telomere length in children subgroup and show 
significant longer telomere in PTD KIT mutant subgroup. j: confocal microscopy pictures representing 
telomere length (red) in c-Kit positive mast cells (green) of non-PTD KIT mutant children (top) and 
PTD KIT mutant children (bottom) (blue is for DAPI). 
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Figure 3 
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Figure 3: In vitro senescence and telomere length study between PTD and non-PTD KIT mutant 
a,b,c: telomere length study with semi-quantitative FISH method. a: mBMMC, b: primary HDF, 
similar results with shorter non-PTD KIT mutant telomere length than PTD one. c: FISH (telomere 
probe (red), Dapi (blue)) comparing non-PTD (c1, c3) and PTD KIT mutant (c2, c4) in murine BMMC 
(c1,c2) and primary HDF (c3,c4).  
d,e,f : Senescence study with b-Galactosidase experiment. d,f: senescence in primary HDF (d) and 
mBMMC (f). Non-PTD mutant have increased senescence compared with control empty vector cells, 
with significant difference in primary HDF model. e: senescence study of primary HDF after 7 (t1), 21 
(t2) and 52 (t3) days of culture, PTD mutant (orange) have stable senescence but not non-PTD mutant 
(green) which behave as control cells (grey). 
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Figure 4 
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Figure 4: Telomere length and alternative lengthening of the telomere in spleen mast cell 
sarcoma with V560G KIT mutation 
a,b: immunohistochemistry study on paraffin embedded spleen MCS sample, (a) double staining 
hTERT (red) and c-Kit (brown), p53 expression in large and atypical cells (b).  
c: Telo-blot showing heterogeneous and increased telomere length in sample from MCS (I) with 
about 10 kb compared matched age control (II), 7,4kb.  
d: Immunofluorescent detection of PML-nuclear bodies : PML (grey) and TRF2 (green)  
e: aCGH : healthy bone marrow of MCS patient (I), spleen MCS (II), control (III) : bone marrow 
extract of a patient with indolent mastocytosis.  
f : Telomere length evolution study in teloblot in HDF control (NT), infected with V560G KIT 
mutant or D816V KIT mutant after numerous (10, 15, 20 25) cell cycles on 6 months.  
g: DNA double strain breaks and DNA damage repair study in HDF infected with empty vector 
(grey), PTD KIT mutant (orange), and different non-PTD KIT mutant as Del419Asp (green) and Ins6-
501-502 (blue). 
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Supplementary data 1 
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Supplementary data 1: Cell cycle analysis was experimented with 7-AAD showed that uninfected 
HDF, HDF empty vector control or PTD KIT mutant have same DNA amount, in G1, contrary to HDF 
infected with non-PTD mutant (Del419Asp, Ins6-501-502), in G1 and S phase. 
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Supplementary data 2 
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Supplementary data 2: In primary dermal fibroblast (HDF), TRF2 mRNA quantification (a) and 
TRF2 protein expression (b). mRNA increased quantification in non-PTD KIT mutant do not correlate 
with protein decreased expression. In the non-PTD mutant, there is weak and diffuse fluorescence 
compared to empty vector control and PTD mutant. 
Note: confocal acquisition was done with the same laser setting (2%) but sensitivity for the non-PTD 
mutant was increased to detect fluorescent signal. We obtained a decreased fluorescent intensity and 
diffuse emission in nucleoplasm in non-PTD mutant. 
 
 
Supplementary data 3 
hTERT 
Actine 
* ** 
 
The specificity of the antibody used for hTERT protein detection was confirmed by silencing hTERT 
in a stable HDF expressing hTERT (HDF-hTERT). A decrease of hTERT protein detection was 
observed in siRNA anti-hTERT (**) (25nM) condition compared to the siRNA control (*). 
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Patients, material and methods 
 
Patients 
We assessed patients with childhood-onset cutaneous mastocytosis and adult mastocytosis in a 
multicenter clinical study. Mastocytosis was suspected by the presence of a positive Darier’s sign and 
was confirmed by histological analyses. Mastocytosis diagnosis was defined by the WHO criteria. The 
children cohort was previously described by Bodemer et al. Parents of the children signed the 
informed consent and authorization form for the study protocol, including genetic analysis, and 2-mm 
biopsies were collected from a cutaneous lesion after informed consent was obtained. All patients 
were included in “mastocytosis pathophysiological study”, which started in 2003 and is sponsorized 
by AFIRMM (Association Française pour les Initiatives et la Recherche sur le Mastocyte et les 
Mastocytoses) promoter. The study was approved by Necker hospital ethical committee, and carried 
out according to the Helsinki convention. Each patient provided informed consent. The result of c-Kit 
gene sequencing looking for D816V mutation in skin and/or bone marrow was available. 
 
Mutation screening 
Total RNA was extracted from cutaneous biopsies using an RNeasy mini kit (Qiagen S.A.). RNA was 
reverse-transcribed into cDNA using a StrataScript first-strand synthesis system (Stratagene) and 
random hexamer primers in a total volume of 25 ml according to the manufacturer’s instructions. 
Next, the c-kit coding sequence was amplified from 2.5 µl of the cDNA by polymerase chain reaction 
(PCR) using HotStarTaq™ DNA polymerase (Qiagen S.A.) and the primers listed in the Supplemental 
Data for 40 cycles at 94°C for 30 s, 57°C for 30 s, and 72°C for 45 s. For specific detection of 
mutations at codon 816, primers U2 and L1 were used. The PCR products were purified using a 
GeneClean III kit (Qbiogene), and the entire c-kit coding region was directly sequenced using a 
BigDye terminator V 1.1 kit (Applied Biosystems), the sequencing primers listed in the Supplemental 
Data, and an ABI Prism 3100 sequencer (Applied Biosystems). Because mast cells are the main source 
of c-kit mRNA in mastocytosis lesions, the presence of both mutant and wild-type sequences indicates 
either heterozygosity or a nonclonal mast cell population in biopsies. The D816V mutation was also 
confirmed by PCR amplification of the c-kit coding sequence using fluorescent primers U2F and L1F 
(see Supplemental Data), followed by restriction digestion using BsmA1 and Ple1, which detect the 
wild-type and mutant forms of c-kit, respectively. The restriction fragments were separated on an ABI 
Prism 3100 16-capillary sequencer, and the size of the restriction fragments was determined by 
comparison with the sizes of Genescan ROX 500 markers (Applied Biosystems) using GeneMapper 
software (Applied Biosystems). 
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Immunohistochemistry 
Biopsies were fixed in buffered formalin 10% and paraffin embedded, tissue blocks were cut in 4 mm 
sections, deparaffinised and incubated in pretreatment citrate buffer for antigen retrieval and were then 
labelled with monoclonal anti-human c-kit (polyclonal, DAKO, 1/400) and anti-human hTERT (Clone 
2D8, Lifespan Biosciences, 1/1000) according to the automatized system BondTM, A. Menarini 
Diagnosis system, Firenze, Italy. Double staining was performed with Bond polymer detection kit 
Alcalin Phosphatase Red and peroxidase diaminobenzidine (DAB). The best combination of reading 
results was c-kit antigen revealed in red by alcalin phosphatase detection kit and hTERT antigen in 
brown by DAB detection kit. Double stained cells c-kit+ / hTERT+ were counted on at least 5 high 
power fields (magnification x400) and the percentage has been assessed against c-kit simple positive 
cells. The specificity of the antibody used for hTERT protein detection was confirmed by silencing 
hTERT in a stable HDF expressing hTERT (HDF-hTERT). A decrease of hTERT protein detection 
was observed in siRNA anti-hTERT condition compared to the siRNA control (supplementary data 3). 
 
Cell culture 
Mice bone marrow mast cells (BMMC) were derived from femurs of 2-mo-old male mice. Bone 
marrow cells were cultured at a starting density of 2.105 cells/ml in Optimem medium supplemented 
with 1% L-glutamine, 1% penicillin - streptomycin, 10% foetal calf serum (FCS, Invitrogen), and 2 
ng/ml murine recombinant IL-3 (Immugenex). The medium was renewed every 5 to 7 days. Cells 
were used after their differentiation into mast cells, which occurred after at least 28 days in culture. At 
monthly intervals, BMMCs were deprived of IL-3 to assess the acquisition of growth-factor 
independency. 
Primary human dermal fibroblasts (HDF) were derived from a children foreskin and cultured in 
DMEM medium - 10% FCS – 1% L-glutamine – 1% penicillin-streptomycin. 
 
Lentiviral production and infection of HDF cells  
Human Kit cDNAs were cloned in pRRL lentiviral vector as described by Dubreuil et al (Yang et al., 
2010). For infection of HDF or BMMC cells, 106 cells were incubated for 1 hour in 1 ml of media and 
8 μg/ml of polybrene (hexadimethrine bromide). Cells were then incubated for 3 hours with 5.106 
infectious particles and diluted in fresh media. GFP-positive infected cells were sorted 4 days later.  
 
Telomere fluorescence in situ hybridization (FISH) and immuno-FISH 
Immunofluorescence step: samples were fixed 10 minutes in PBS - 2% paraformaldehyde (PFA). 
Cells were permeabilized during 30 minutes in PBS - 1% BSA - 0,1% Triton 100X. Primary goat anti-
human c-Kit (polyclonal, R&D, 1/20) was incubated one hour at room temperature, secondary 
antibody donkey anti-IgG goat AF488 (Invitrogen, 1/200) was incubated 30 minutes at room 
temperature. Immunostaining was fixed in PBS - 2% PFA during 5 minutes at room temperature. 
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Samples were then dehydrated in successive increasing concentrations of ethanol baths: 70%, 90% 
and 100% ethanol for 5 minutes each and dried at room temperature. Second step: in situ hybridization 
with PNA Cy3 Telo-C (CCCTAA)3 probe (Exiqon, South Korea). PNA probe was warmed 5 minutes 
at 70°C, and diluted in 70% deionized formamide - 0,5% blocking reagent - 10mM Tris-HCL, 1/200.  
Hybridization was induced at 80°C, 5 minutes, followed by 90 minutes incubation at room 
temperature. Samples were washed twice 15 minutes in 70% deionized formamide - 10mM Tris-HCL 
- PBS and rehydrated finally in PBS. DNA staining was performed simultaneously with medium 
montage containing Dapi (Vectashield – Dapi).  
 
Detection of APBs: TRF2 and PML by indirect immunofluorescence 
Fifty thousand cells from Ficoll treated blood preparations were spotted on glass slides using Cytospin 
and frozen at -80°C. Slides were equilibrated to room temperature and pre-extracted for 5 min in 
Solution T (0.5% Triton-X-100, 50 mM Tris, pH 8, 150 mM NaCl, 5 mM MgCl2, and 300 mM 
sucrose). Pre-extracted cells were fixed for 15 min in Solution F (3% formaldehyde, 1x PBS, and 300 
mM sucrose), washed three times with PBS and permeabilized for 10 min in Solution T. For the 
detection of APBs, fixed cells were first blocked with 10% horse serum in PBS and then incubated 
sequentially in a blocking buffer containing mouse anti-TRF2 (IMG-124A, 1/500), rabbit anti-PML 
(ab53773, 1/1000) and secondary antibodies (donkey anti-mouse Alexa 488 and donkey anti-rabbit 
Alexa 594, Invitrogen, 1/400). All incubation steps were done in a humid incubator at 37 °C for 30 
min. Slides were mounted in Vectashield with 0.2 g/mL 4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI). 
Images were taken with a confocal microscope (LSM 700 Zeiss).  
 
Double strand breaks and DNA repair: γH2AX and RAD51 by indirect immunofluorescence 
This experiment was performed with HDF and Rosa cell lines. Cells were incubated one hour in 
culture medium with 16nM Etoposide then washed in PBS and transferred in culture medium. Kinetic 
was started at time zero after one hour of Etoposide incubation, then at 1, 3, 6, 9h and 24h. Cells were 
fixed in cold methanol for 15 min at -20 ° C, followed for few seconds in cold acetone. Blocking 
nonspecific sites for 30 minutes in PBS – 2% BSA - 0.05% Tween. Immunostaining with rabbit anti-
RAD51 (PC130, Calbiochem, 1/100) and separately rabbit anti-phospho-histone γH2AX-Ser139 
(20E3, Cell Signaling, 1/100) was performed for 2 hours at 37 ° C in humid incubator. Fluorescent 
secondary antibody (goat anti-IgG rabbit antibody AF546, Invitrogen, 1/400) was incubated 1 hour at 
37 ° C in humid incubator. DNA staining was performed with Hoechst for 5 min. Wash in PBS - 
0.05% Tween and slides were assembled in aqueous mountain medium (Fluoromount). 
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Acquisition and processing of confocal microscopy image 
Image acquisition was performed on LSM700 confocal microscope, with Zen 2010 software. Images 
tratment was performed using Image J software.  For quantification, the background noise was 
removed from the negative control.  
 
Senescence associated β-galactosidase assay 
Equal number of BMMC control (no infection or infected with empty vector), BMMC infected with 
various c-Kit mutant (D816V, del417/418-D419Y, AY502/503), HDF control (no infection or infected 
with empty vector) and HDF infected with various c-Kit mutant (D816V, del417/418-D419Y, 
AY502/503), Rosa cell lines (WT, D816V and del417/418-D419Y), were plated in 48 holes plates for 
the senescence associated beta-galactosidase staining kit (Cell signaling). According to instructions 
provided, cells were fixed and stained with X-gal for detection of beta-galactosidase activity. 
Percentage of cells exhibiting positive beta-galactosidase activity (turned blue) at pH 6.0 was 
estimated  
 
RNA extraction 
RNA’s were extracted using the Roche High pure isolation kit (11.828.665.001) and according to the 
following the manufacturer’s protocol. We used 105 to 1. 106 cells  and conserved RNA  after 
extraction at-80 ° C. 
 
cDNA production  
RNA was combined in a final volume of 13mL consisting of 10 mL of H20 RNAse free containing 
1 mg RNA, and 3 mL of Mix containing 1 mL of Ramdom primer, 1 mL DNTP 10 mM, 1 mL H20 
RNAse free.  The cycle was programmed as follows: 5 minutes at 25 ° C, 5 minutes at 65 ° C , 1 
minute at 4 ° C.  7 µL of mix containing: 4 µL 5 X Reaction buffer, 1 µL RNAse Out, 1 µL DTT, 1 
µL Superscript III, for a final of 20 volume µl was added to samples.  The programmation of the cycle 
was: 60 minutes at 50 ° C, 15 minutes at 70 ° C, storage at 4 ° C. The cDNAs obtained were then 
treated with 1 µL RNAse H, incubated 20 minutes at 37 ° C and finally stored at-20 ° c.. 
 
Real-time quantitative RT-PCR 
We used a RQ-PCR assay based on TaqMan fluorescence methodology to quantify the full range of 
hTERT mRNA copy numbers. This method used a dual-labelled nonextendable oligonucleotide 
hydrolysis (TaqMan) probe in addition to the two amplification primers. The probe contained 6-
carboxyfluorescein (FAM) as a fluorescent reporter dye, and 6- carboxytetramethyl-rhodamine 
(TAMRA) as a quencher for its light emission spectrum. During the extension phase of PCR, the 
probe hybridized to the target sequence and was then cleaved due to the 5’ to 3’ exonuclease activity 
of Taq polymerase. The increase in the fluorescence signal of the reporter was proportional to the 
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amount of specific PCR products, providing highly accurate and reproducible quantification. The 
number of PCR cycles to reach the fluorescence threshold was the cycle threshold (Ct). The Ct value 
for each sample was proportional to the log of the initial amount of input cDNA. By plotting the Ct 
value of an unknown sample on the standard curve, the amount of target sequences in the sample 
could be calculated. To normalize the hTERT mRNA expression for sample-to-sample differences in 
RNA input, RNA quality, and reverse transcriptase efficiency, we amplified the housekeeping gene 
Abelson mRNA (ABL). According to each standard curve, we got the copy numbers of ABL and 
hTERT, respectively. The ratio between copy numbers of hTERT and ABL represented the 
normalized hTERT (NhTERT) for each sample and could be compared with that of other samples. 
NhTERT = (hTERT mRNA copie sample/ ABL mRNA copie sample) ×100. We performed the same 
ratio for c-Kit expression, normalized by ABL. The Taqman 7700 was operated. The number of PCR 
cycles was 50 and PCR reaction volume 25 mL. For analysis, threshold value of 0.1 was used with 
automatic baseline. Primers and probes: hTERT: reverse TGACACCTCACCTCACCCAC, forward 
CACTGTCTTCCGCAAGTTCAC, probe Fam-ACCCTGGTCCGAGGTGTGTCCCTGA-Tamra. c-Kit: reverse 
GGCTGCCAAGTCTCTGTGAAT, forward CGAGTTGGCCCTAGACTTAGAAGA, probe Fam-
AAAGGGCATGGCTTTCCTCGCC-Tamra. Abelson: reverse GATGTAGTTGCTTGGGACCCA, forward 
TGGAGATAACACTCTAAGCATAACTAAAGGT, probe Fam- CCATTTTTGGTTTGGGCTTCACACCATT 
–Tamra. 
 
Telomerase activity measurement (Q TRAP) 
After isolation, 2.105 cells were washed twice in 1X PBS and thus were lyzed. QTRAP assay was 
performed on the protein extract as described by the Allied Biotech® Quantitative Telomerase 
Detection kit. The measure was done in triplicate and the mean was calculated. For each sample, the 
result was expressed in relative telomerase activity, after comparison with the result found for the 
positive control provided by the manufacturer. 
 
BMMC isolation and cell sorting  
Bone marrow cells, from fresh bone marrow from mastocytosis patients, were stained with CD34-
FITC, c-Kit-APC and CD45-PerCP (Beckton Dickinson). Bone marrow mature mast cells were c-
Kit+CD34-CD45low and were sorted on a BD Aria 1® FACS sorter and cultured on 96 well plates in 
200 µL of IMDM medium. Mature mast cells were cultivated after isolation and culture of the 
medullar precursor CD34+CKit+ in adequate medium for 8 weeks (As recommended by Dr M. Arock). 
After isolation, 2.105 cells were washed twice in 1X PBS and thus were lyzed. QTRAP assay was 
performed on the protein extract as described by the Allied Biotech® Quantitative Telomerase 
Detection kit. The measure was done in triplicate and the mean was calculated. For each sample, the 
result was expressed in relative telomerase activity, calculated with positive control provided by the 
manufacturer. 
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Western Blot 
Cells were dried pellet and lysed with Laemli buffer (100mM Tris pH 6,8, 2% SDS, 10% Glycerol) 
warmed at 95°C during 5 minutes. Extracts were diluted in beta-mercaptoéthanol 10%. 30 µg of 
diluted proteins were migrated in 8,75% acrylamide gel, and transferred on PVDF membrane 
overnight at 20 Volt. Membranes were blocked for one hour in TTBS – 3% BSA at room temperature 
under agitation. Primary antibody was incubated in TTBS – 1% BSA overnight at +4°C under 
agitation (pAkt, Akt, pStat3, Stat3, pPLCg, PLCg, hTERT), Secondary antibody HRP conjugated (anti 
rabbit, goat) was incubated in TTBS – 1% BSA overnight at room temperature under agitation. 
Revelation was performed with chemoluminescence kit (Thermo-scientific) and acquired with 
Chemidoc BioRad camera, treated with ImageLab Software 3.0, BioRad. 
 
Array Comparative Genomic Hybridization analysis 
Genomic DNA from the mast cell sarcoma was extracted using the Puregene Genomic DNA 
Purification kit (Gentra) according to the manufacturer instructions. For bone marrow, blood and 
tissue samples, mononuclear cells were enriched first using Ficoll separation procedures then genomic 
DNA were extracted by phenol-chloroform following standard protocol. Besides our patients, we also 
analysed bone marrow or peripheral blood mononuclear cell samples from two others individuals with 
indolent systemic form of mastocytosis as control samples. Patient samples were analysed using 244K 
human microarrays (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). DNA digestion, labelling and 
hybridization for the microarrays were performed according to the manufacturer instructions. Briefly, 
500 ng of genomic DNA from patient samples and gender matched reference samples (Promega, 
Madison, WI) were digested with AluI and RsaI enzymes at 37°C for 2 hours. The labeling reaction 
was performed using the Labeling Reaction kit from PerkinElmer at 37°C for 2 hours. Patient sample 
and reference sample for each reaction were then pooled and purified using Microcon column, and 
then incubated with human Cot-1 DNA, hybridization buffer and blocking agent following 
manufacturer instructions (Agilent Technologies). The samples were hybridized on Human 244K 
microarrays for 40 hours at 65°C and washed according to the manufacturer protocol. Slides were 
scanned by Genepix 4000B scanner (Axon Instruments, Union city, CA) and data were extracted 
using Agilent Feature Extraction software. Raw data text files were then imported for analysis into 
CGH Analytics software (Agilent Technologies) and aberrations were detected with the ADM2 
algorithm, and filter aberration was set to 5 consecutive clones with AbsLogRatio > 0.2.  
 
Statistical analysis 
Statistical comparisons between characteristics of children and adults with mastocytosis were based on 
unpaired t test. All reported p values were two tailed with confidence intervals of 95% and p value 
<0.05 was considered significant. Data were tested using GraphPad Prism software version 5.01 
(GraphPad Software Inc., San Diego, CA). 
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RESULTATS II 
PEDIATRIC MASTOCYTOSIS : CLINICAL PRESENTATION ON DIAGNOSIS AND EVOLUTION, A 
SYSTEMATIC REVIEW OF 1454 CASES 
 
Manuscrit à soumettre 
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Figure 1: Repartition of clinical presentation respectively in series (A), twins (B), mast cell 
leukemia and mast cell sarcoma (C).  
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Table 1: WHO Classification of Mastocytosis 
Variant Subvariants 
Cutaneous mastocytosis Urticaria pigmentosa 
Maculopapular 
Diffuse 
Solitary Mastocytoma of skin 
Indolent Systemic mastocytosis Smouldering SM  
Isolated bone marrow mastocytosis 
Systemic mastocytosis with an associated  
clonal hematologic non-mast cell  
lineage disease   
SM-AML 
SM-MDS 
SM-MPD 
SM-CEL or SM-HES 
SM-CMML 
SM-NHL 
Aggressive systemic mastocytosis  
Mast cell leukemia  
Mast cell sarcoma  
Extracutaneous  mastocytoma  
 
Adapted from Swerdlow SH et al., eds. WHO Classification of Tumors of Haematopoietic 
and Lymphoid Tissues: Lyon, France: International Agency for Research on Cancer; 2008. 
Abbreviations: SM: systemic mastocytosis; AML: acute myeloid leukemia; MDS: 
myelodysplastic syndrome; MPN: myeloproliferativeneoplasia; CEL: chronic eosinophilic 
leukemia; HES: hypereosinophilic syndrome; CMML: chronic myelomonocytic leukemia; 
NHL: non-Hodgkin lymphoma. 
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Table 2: Report of clinical features collected in series. 
Autor Study Year Child
ren 
numb
er 
N° of 
patients 
with 
clinical 
features 
Darier’s 
sign 
Dermogra
phism 
Itching Bullous Flush Digestiv 
symptoms 
Headac
he 
Bone 
pain 
Lymph
adenop
athy 
Anaphy
laxia 
HSM 
Caplan  89 89 74/84 15/33 54/76 39/89 4/84 na na na na na na 
Brett 1967 11 11 Na Na Na 7 2 1 Na 3/5 na na na 
Vaillaud 1968 4 4 3 2 1/1 1 0 na na 0 na na na 
Czarnetzki 1981 28 28 na na 3 na 2 2 na na na na na 
Tay 1993 7 7 7 na 7 2 0 0 na na 0 0 0 
Azana 1994 67 67 62 13 42 17 11 na na 0 na na 13 
Shah 1998 1 1 Na na na 1 na na na na na 0 1 
Kuint 1999 1 1 na na na 1 na na na na na 0 1 
Loubeyres 1999 49 49 43 na 11 10 na na na na na na na 
Middelkamp 2000 65 65 na na 30 na 19 17 7 na na na na 
Hannaford 2001 173 173 na 6 5 49 50 na na na 2 3 5 
Kanwar 2004 17 17 na 4 17 3 0 0 na na 0 na 0 
Kiszewski 2004 71 46 67/71 na 29 na na 9 na na 7 Na 11 
Ben Amitai 2005 180 180 na na na 48 19 3 na na na na na 
Kiszewski 2007 35 16 na na 8 5 na 2 na na na na 3 
Singalavanij
a S 
2008 50 50 50 na na na 4 0 0 na na 0 na 
Lanternier 2008 28 28 na na na na 19 33 na 15 1 7 9 
Heide 2009 8 8 4 4 2 5 3 na na na na na 2 
Uzzama* 2009 17 17 na na 15 9 11 7 2 3 0 na 0 
Correia 2010 2 2 1 na na 0 na 0 na 0 na na na 
Ghiasi 2011 1 1 1 1 na 1 na na na na na na 1 
Alvarez-
Twose 
2012 111 111 na na 88 61 51 42 na na na na na 
Lange 2012 10 10 10 10 10 10 8 3 4 na 1 3 2 
Lange 2013 100 100 100 na 68 25 29 22 18 na 5 6 10 
Total   1025 1081 422/523 
(80.69%) 
 
55/313 
(14.91%) 
390/838 
(45.83%) 
294/883 
(33.30%
) 
229/960 
(23.86%
) 
141/733 
(19.24) 
31/242 
(12.81%
) 
21/129 
(16.28%
) 
16/423 
(3.78%) 
19/370 
(5.14%) 
58/536 
(10.82%) 
na: not available, *same cohort than the study of Kettelhut 1999 
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Table 3: Details on KIT mutation report in studies 
Publication 
(First 
author) 
Year Children 
number 
Skin 
biopsie 
Bone 
marrow 
N° of patient  with 
data onc-KIT 
mutation 
Organ where they searched 
the mutation 
Results 
Shah 1998 1 1 1 1 Bone marrow D816V : + 
Buttner 1998 11 11 1 11 Skin WT : 11 
Sato 1998 2 2 2 2 Skin and bone WT for exon 11 and 17 
(D816V: -) 
Kuint 1999 1 1 1 1 blood D816V : + 
Lange 2001 100 78 3 1 Bone marrow D816V : - 
Chott 2003 1 0 1 1 sarcoma WT 
Sotlar 2003 38 38 0 37 Skin D816V : 10 
Other mutation of codon 816 : 6 
WT : 21 
Akin 2004 1 na 1 1 Bone marrow/ blood Phe522Cys 
Yanighori 2005 14 14 Na 14 Skin 816 : 11 : positive (7 D816V 
and 4 D816 Phe) 
2 negative 
Verzjil 2005 13 13 0 13 Skin D816V : 
-11 neg 
- 2 positiv 
Lanternier 2008 28 28 28 26 
 
Skin WT: 12/  816: 12/ 
Others: 3 (2 del 419, 1 K509L) 
Foster  2008 10 Na 10 10 Skin and blood WT: 4/ M541L: 4/ L862L : 2 
Heide 2009 8 8 1 3 Skin D816V : 1 positive/ 2 negative 
Uzzaman 2009 17 17 3 3 Bone marrow D816V : 1+ 
Mital 2011 1 0 1 1 Bone marrow 502-503 
Lange 2012 10 10 3 1 Bone marrow D816V : negative 
Alvarez-
Twose 
2012 111 111 3 19 Skin D816V : 3 positive 
Giorgin-
Lavalle 
2012 1 1 1 1 Bone marrow WT :1 
Bautista-
Quach 
2012 1 0 0 1 Sarcoma WT : 1 
Ryan 2012 2 0 0 2 Sarcoma WT :1 
Del419 : 1 
Kim 2013 1 na na 1 Sarcoma L799F : 1 
Total  372 333 60 150   
na: not available, WT: wild type.       
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Table 4: Datas on evolution in series, case reports of twin and cases of mast cell 
leukemia ad mast cell sarcoma. 
 
Publication 
(First author) 
 
Year Children 
number 
KIT 
mutation 
searched ? 
N° of  patients 
with data on  
evolution 
Complete 
Remission 
n (%) 
Partial 
Remission 
n (%) 
Stabilisation 
n (%) 
Worsening 
n (%) 
Fatal 
outcomes 
n(%) 
Mean 
duration or 
follow-up 
 
Lees 1958 32 No 8 5 2 1 0 0 9 
Johnson 1961 14 No 12 9* 3 0 0 0 na 
Caplan 1962 89 No 84 19 42 16 7 0 na 
Klaus 1962 27 No 26 6 14 6 0 0 na  
Vaillaud 1968 4 No 1 0 0 1 1 0 3 
Tay 1993 7 No 6 0 6 0 0 0 4 
Azana 1994 67 No 55 5 20 30 0 0 4.1 
Shah 1998 1 Yes 1 0 0 0 0 1** 5 months 
Mardones 1998 1 No 1 0 0 0 1*** 0 38 
 1999 1 No 1 0 0 0 0 1 17 months 
Kuint 1999 1 Yes 1 0 0 0 0 1** 4 months 
Loubeyres 1999 49 No 49 0 41 7 1 0 Na 
Middelkamp 2000 65 No 33 5 21 7 0 0 Na 
Kiszewski 2004 71 No 25 1 19 4 1 0 5.1±3.2 
Sotlar 2003 38 Yes 20 9 1 10 0 0 15.3 
Ben Amitai 2005 180 No 89 55 20 14 0 0 5.9 
Singalavanija 2008 50 No 41 1 40 0 0 0 3 
Uzzaman 2009 17 Yes 15 10 5 0 0 0 20 
Heide 2009 8 Yes 4 3 0 0 1 0 9 
Correia 2010 2 No 2 0 2 0 0 0 3 
Ghiasi 2011 1 No 1 0 0 0 0 1 1 months 
Lange 2012 100 No 34 2 32 0 0 0 Na 
Lange 2013 10 Yes 7 0 7 0 0 0 3.7 [1-8] 
Total : 22  834 6 515 130 275 96 12 3  
Cases of twins   
Selmanowitz 1970 1 No 1 0 0 1 0 0 19 
Gay 1970 1 No 1 0 1 0 0 0 8 ans 
Offidani 1994 2 No 2 0 0 2 0 0 13 
Noto 1995 2 No 2 0 2 0 0 0 5 
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*Cured with excision, **Myeloproliferation, ***Systemic mastocytosis, ****Evolution: 
Systemic mastocytosis and mast cell leukemia,  *****Evolution : MCL 40 years after 
cutaneous mastocytosis and fatal outcomes 26 months later. 
 
 
Duckworth 2009 2 No 2 0 2 0 0 0 5 
De la Sotta 2011 4 No 4 4 0 0 0 0 5 
Total : 6  12 0 10 4 5 3 0 0   
Cases of mast cell leukemia and mast cell sarcoma 
Waters 1957 1 No 1 0 0 0 0 1 Na 
Chott 2003 1 Yes 1 0 0 0 0 1 13 months 
Akin cem 2004 1 Yes 1 0 0 0 1**** 0 25 
Brcic 2007 1 No 1 0 0 0 0 1 1.5 
Mital 2011 1 Yes 1 0 0 0 1 0 A502-Y503 
Giorgin -lavalle 2012 1 Yes 1 0 0 0 0 1   
Ryan 2012 2 Yes 2 0 0 1 1 0 3.7 and 19 
Auquit-Auckbur 2012 1 No 1 0 0 0 1***** 1 40**** 
Bautista-Quach 2012 1 Yes 1 0 1 0 0 0 1.5 
Chantorn 2012 1 No 1 0 0 0 0 1 18 
Total  11 6 11 0 0 1 4 6  
Total of the 3 
groups 
 857 12 538 134 281 100 16 9  
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Table 5: Main features of mast cell leukemiacases with a previous history of pediatric 
mastocytosis. 
Author Year Sex Age on 
pediatric 
mastocy- 
tosis 
diagnosis 
Type of pediatric 
mastocytosis on 
diagnosis 
Clinical evolution Time of 
evolution 
between 
diagnosis of 
mastocytosis 
and MCL 
Mean duration 
of follow up 
after MCL 
transformation 
diagnosis 
c-Kit sequen-
cing 
Waters 1956 M 9 months Diffuse cutaneous 
mastocytosis 
5 years: MCL transformation 
Death within 3 months by diffuse 
haemorragy 
 
4, 3 years 
 
3 months 
 
Not Done 
Akin 2004 F 5 months Cutaneous 
mastocytosis:  
maculo-papular/ 
urticaria 
pigmentosa 
22 years: deterioration of general 
status 
25 years: pancytopenia:  
 Aggressive Systemic 
Mastocytosis 
 In 6 months: MCL 
 
24.5 years 
 
5 months of 
follow up 
 
Phe 522 Cys 
(exon 10) 
Mital 2011 F 12 months Cutaneous 
mastocytosis: 
maculo-papular/ 
urticaria 
pigmentosa 
47 years: unexplained splenomegaly 
53 years: aleukemic MCL 
56 years: MCL evolution 
 
52 years 
 
18 months of 
follow up 
 
502-503 dup 
(exon 9) 
Chantorn 2012 F 5 years  
Mastocytoma 
10 years: maculopapular CM 
19 years: mastocytoma exeresis 
23 years: Aggressive Systemic 
Mastocytosis 
In 4 months: MCL 
In 5 months: death 
 
 
18 years 
 
 
1 months 
 
 
Not Done 
Abbrevation : MCL : Mast Cell Leukemia 
 
 
Table 6: Main Features of Mast Cell Sarcoma cases onset in chilhood 
 
 
Author Year sex 
Age on 
onset of 
mastocytosis 
Age of 
diagnosis 
of 
sarcoma 
(year) KIT mutation Death (age) 
MCL 
evolution 
Chott et 
Guenther 2003 F 8 years 8 Not Detected 
Yes  (10 
years old) yes 
Brcic 2007 M 4 years 4 Not Mentionned 
yes (5 years 
old) yes 
Georgin-
Lavialle 2012 M 10 years 25 WT 
yes (25 years 
old) no 
Ryan 2012 F 12 years 12 WT no no 
Ryan 2012 M 1 years 19 del 419 no no 
Bautista-Quach 2012 M 11 months 1 WT no no 
Kim 2013 F 15 years 15 L799F no no 
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DE LA MASTOCYTOSE A LA PAPULOSE LYMPHOMATOIDE 
  180 
  181 
Les résultats présentés sur le travail de la mastocytose montrent : (1) chez l’enfant la mastocytose est 
le plus souvent régressive, (2) la biologie des télomères est impliquée dans la régression de la maladie 
et associée au statut mutationnel de KIT, (3) le génotypage de KIT doit être systématiquement réalisé 
au diagnostic et au cours de l’évolution de la maladie. 
A partir de ces résultats, nous avons testé un modèle de lymphoprolifération primitive cutanée T 
CD30+ : la papulose lymphomatoïde (PL). Cette pathologie présente sans distinction d’âge, une phase 
proliférative et une phase régressive. Dans 10 à 20% des cas, elle s’associe à un lymphome. Il n’existe 
actuellement aucun facteur prédictif de régression ou d’évolution en lymphome. 
Dans le chapitre suivant, nous exposerons nos résultats in vivo et in vitro dans le modèle de la PL avec, 
comme hypothèse de travail, que la phase de prolifération pourrait être associée à l’activation d’un 
récepteur à activité tyrosine kinase, et que la phase de régression pourrait être associée à la biologie 
des télomères. (1) Phase de prolifération : nous avons étudié l’expression et l’activation du PDGFRβ 
dans les biopsies cutanées de patients atteints de PL et dans les lignées de PL. Dans un second temps, 
nous avons étudié les mécanismes d’expression du PDGFRβ dans les lymphocytes T CD30+ via 
l’activation de Notch1. Enfin nous avons étudié la sensibilité des lignées de PL à différents inhibiteurs 
de tyrosine kinase. (2) Phase de régression : nous avons étudié la biologie des télomères et de la 
télomérase dans les biopsies cutanées de patients atteints de PL et dans les lignées de PL. 
Les résultats sont présentés en trois parties. 
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PAPULOSE LYMPHOMATOÏDE ET REGRESSION SPONTANEE : PDGFRΒ , NOTCH1, TELOMERES ET 
TELOMERASE. 
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1. EXPRESSION DE PDGFRΒ PAR LES LYMPHOCYTES T CD30+ DE PAPULOSE LYMPHOMATOÏDE 
ET SENSIBILITE AUX INHIBITEURS DE TYROSINE KINASE 
 
Afin de mieux comprendre la physiopathologie de la phase proliférative de la PL, nous avons étudié 
l’expression protéique de PDGFRβ (1) en immunohistochimie sur coupes fixées en formol et inclues 
en paraffine (Figure 1 A) (2) en immunofluorescence sur coupes congelées (Figure 1 B).  
Résultat : l’expression est positive et hétérogène sur les cellules CD30+, en immunohistochimie et en 
immunofluorescence. Nous avons également mis en évidence sur coupes fixées une expression du 
PDGFRβ dans sa forme phosphorylée. Les lignées cellulaires issues de papuloses lymphomatoïdes 
(Figure 1 C), JK et MAC2A expriment PDGFRβ et PDGFRβ phosphorylé. 
L’expression du PDGFRβ est atypique pour les lymphocytes. Physiologiquement, les lymphocytes B, 
T ou NK n’expriment pas le récepteur au PDGF. Cette expression a cependant déjà été démontrée 
dans les lymphomes T de type NK/T nasal pour le récepteur PDGFRα (Piccaluga et al., 2005; Huang 
et al., 2010) et dans les plasmocytes tumoraux de myélome pour le PDGFRβ (Coluccia et al., 2008). 
Suite à la mise en évidence de l’expression atypique de PDGFRβ et de sa forme phosphorylée in vivo 
et in vitro, nous avons testé la sensibilité des lignées de papulose aux inhibiteurs de tyrosines kinases 
(STI571, AB1010, SU11248). Résultat : seule une réponse à dose élevée est obtenue avec les trois 
inhibiteurs testés (Figure 1 D) laissant suggérer que les cellules de lignées ne présentent pas de 
sensibilité particulière aux inhibiteurs de tyrosines kinases utilisés (Mendel et al., 2003; Dubreuil et al., 
2009).  
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Figure 1 : A,B,C : Expression de PDGFRβ in vivo et in vitro sur des biopsies cutanées de 
papulose lymphomatoïde et dans les cellules de lignée JK et MAC2A. D : Sensibilité des lignées 
cellulaires de papulose lymphomatoïde aux inhibiteurs de tyrosine kinase.  
A : en immunohistochimie, sur coupe sériées d’une biopsie cutanée d’un enfant (garçon) de 3 ans, 
infiltration massive du derme superficiel par des cellules CD30+ exprimant PDGFRβ et phospho-
PDGFRβ.  
B : en immunofluorescence, sur coupe congelée de biopsie cutanée d’un patient (homme) âgé de 55 
ans, co-expression partielle et hétérogène du PDGFRβ (violet) et du CD30 (vert).  
C : en immunofluorescence, expression de PDGFRβ et de phospho-PDGFRβ dans les lignées JK et 
MAC2A.  
D : étude de sensibilité aux inhibiteurs de tyrosines kinases (STI571 et AB1010 de 100 nM à 10000 
nM, SU11248 de 10 nM à 500 nM) avec marquage au iodure de Propidium après 24h (bleu) et 48h 
(rouge) d’incubation. 
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2. PHYSIOPATHOLOGIE DE L’EXPRESSION DE PDGFRΒ DANS LES LYMPHOCYTES T CD30+ DE 
PAPULOSE LYMPHOMATOÏDE 
 
Kamstrup et al. ont démontré en 2008 et 2010 l’expression de Notch1 par les cellules T CD30+ de PL 
avec in vivo la présence du ligand de Notch1 dans le microenvironnement. Les lignées cellulaires 
dérivées de PL expriment Notch1 et sont sensibles aux inhibiteurs de γsécrétase (Kamstrup et al., 
2008, 2010). En effet, après activation du récepteur par son ligand, Notch1 subit deux clivages, le 
premier par une métalloprotéase (ADAM), le second par la γsécrétase. Notch1 clivé est alors 
transporté vers le noyau où il s’associe au complexe de transcription CSL et induit la régulation de la 
prolifération cellulaire en activant notamment la transcription de MYC, DELTEX1... (Palomero et al., 
2006). Nous avons souhaité mieux comprendre la physiopathologie d’expression du PDGFRβ dans les 
cellules de PL en explorant la voie de Notch1. En effet, Jin et al (Jin et al., 2008) ont mis en évidence 
que l’expression de PDGFRβ dans les cellules musculaires lisses vasculaires est dépendante de 
Notch1, qui induit la transcription du gène de PDGFRβ. 
En immunofluorescence et en western blotting, nous avons évalué l’expression de Notch1, de sa forme 
clivée et sa localisation nucléaire dans les lignées de PL. Résultat : comme attendu et publié, JK et 
MAC2A expriment Notch1 (figure 2 A et B) dans des proportions différentes : Notch1 « full length » 
est plus exprimé dans JK et Notch1 clivé paraît plus exprimé dans la lignée MAC2A.  
Dans certains lymphomes B, T, et lymphoblastiques T, il existe des mutations de NOTCH1. Ceci 
entraine soit une activation constitutive de la voie Notch (exons 26, 27, 28) soit un défaut de 
dégradation par FBXW7 (exons 34 de Notch1 et exons 9, 10 et 12 de FBXW7) et le protéasome 
(Asnafi et al., 2009; Ferrando, 2010; Pancewicz et al., 2010; Villamor et al., 2012). Ainsi, nous avons 
recherché s’il existait des mutations de NOTCH1 ou FBXW7, dans les lignées JK et MAC2A et dans 
11 biopsies cutanées de patients présentant une PL. Résultat : nous n’avons pas retrouvé de mutation 
connue (figure 2 C). Notch1 dans la papulose lymphomatoïde paraît donc activé sans mutation connue 
retrouvée, probablement par sécrétion autocrine des ligands de Notch1 dans les lignées cellulaires, et 
autocrine ou paracrine in vivo. 
Afin de mieux comprendre comment Notch1 peut être associé à l’expression de PDGFRβ, nous avons 
réalisé dans les cellules JK et MAC2A une immunoprécipitation de la chromatine liée à Notch. 
Résultat : nous avons mis en évidence la liaison de Notch1 au promoteur de PDGFRβ (figure 2 D). 
Ainsi, dans les lignées de PL, l’expression de PDGFRβ est associée à l’activation de la voie Notch1. 
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Figure 2 : Expression nucléaire de Notch1 clivé et association au promoteur de PDGFRβ.  
A : En immunofluorescence, expression de Notch1 (rouge) dans la lignée tumorale JK (noyau Dapi 
bleu), montrant une nette expression cytoplasmique associée à une localisation nucléaire confirmée 
par le coefficient de Pearson (0,64).  
B : Western blotting, expression protéique par de Notch1 « full length » et Notch1 clivé dans les 
lignées tumorales JK et MAC2A. 
C : Mise en évidence d’une « mutation » intronique en pb312 pour les deux lignées JK et MAC2A.  
D : Chromatine immunoprécipitation (ChIP) sur les lignées JK et MAC2A stimulées par le ligand 
Jagged2, après IP avec l’anticorps anti-Notch1, mise en évidence d’une fixation du promoteur de 
PDGFRβ  par Notch1. 
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3. ETUDE DE LA REGRESSION SPONTANEE DES LESIONS DE PAPULOSE LYMPHOMATOÏDE  
 
Les lésions cutanées de papulose lymphomatoïde régressent spontanément après 3 à 12 semaines 
d’évolution, et sans traitement. Kadin et al. ont étudié la physiopathologie de la régression des lésions 
cutanées de PL. Ils ont démontré qu’un excès de CD30L dans le microenvironnement induisait la mort 
cellulaire des lymphocytes T CD30+ en phase régressive de la maladie (Mori et al., 1999). A ce jour, 
aucune équipe n’a étudié le rôle potentiel des télomères et de la télomérase dans la régression des 
lésions de papulose. 
A l’aide de doubles marquages immunohistochimiques (figure 3 A, B et C), nous avons évalué 
l’expression de la sous-unité catalytique hTERT de la télomérase dans les cellules T CD30+. 
Résultat : Nous retrouvons sur les 9 biopsies cutanées d’enfants présentant une papulose 
lymphomatoïde une expression hétérogène d’hTERT, n’étant corrélée ni à l’âge, ni à la taille de la 
lésion (ce sont toujours des lésions d’aspect précoce et non crouteuses qui sont biopsiées), ni au 
nombre de lésions, ni à la localisation au tronc ou aux membres, ni au « profil inflammatoire » 
(richesse en polynucléaires éosinophiles), ni à la richesse en cellules T CD30+, ni à la clonalité. 
Nous avons ensuite évalué semi-quantitativement la taille des télomères in vivo et in vitro dans les 
cellules CD30+ en immuno-FISH et mesuré l’expression mRNA de la télomérase. Résultat : nous 
avons constaté une nette diminution du signal de fluorescence de la sonde télomérique dans les 
cellules CD30+ par rapport aux cellules non CD30+ du microenvironnement inflammatoire (figure 3 
D et E). In vitro, l’étude sur les lignées cellulaires JK et MAC2A montre une augmentation de 
l’expression du mRNA hTERT mesuré en RT-QPCR pour la lignée MAC2A et la longueur des 
télomères en Q-FISH comparativement à JK est plus longue (figure 3 F et G). 
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Figure 3 : Etude de l’expression de la télomérase et de la longueur des télomères in vivo et in 
vitro. 
A,B,C : Etude immunohistochimique en double marquage, expression d’hTERT (marron) dans les 
cellules CD30+ (rouge) dans les biopsies cutanées de patients atteints de PL, chez un enfant de 7 ans 
(A) et de 11 ans (B), et représentation du pourcentage de cellules doubles positives chez 9 patients (C).  
D,E : ImmunoFISH avec sonde télomérique (rouge) et anticorps anti-CD30 (vert), sur coupes 
congelées de biopsies cutanées de patients atteints de PL âgé de 55 ans (D) et de 11 ans (E). 
F : RT-QPCR, expression de hTERT mRNA (contrôle HPRT) dans les lignées JK et MAC2A.  
G : FISH télomérique : étude de longueur des télomères dans les deux lignées de PL, JK et MAC2A. 
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4. CONCLUSION 
 
La papulose lymphomatoïde (PL) est un modèle de lymphoprolifération clonale spontanément 
régressive. D’après les résultats obtenus sur le modèle de la mastocytose, nous avons étudié (1) 
l’expression d’un récepteur à activité tyrosine kinase, le PDGFRβ, et son impact sur la prolifération 
des cellules T CD30+, (2) l’impact de la biologie des télomères et de la télomérase sur la régression 
spontanée des lésions cutanées. 
Nous avons mis en évidence l’expression in vivo et in vitro du PDGFRβ dans sa forme phosphorylée, 
et avons démontré une implication de la voie Notch1 dans l’expression du PDGFRβ. Par ailleurs, le 
raccourcissement des télomères semble impliqué dans la régression de la pathologie in vivo.  
 
Les résultats sont préliminaires et ouvrent de nouvelles perspectives sur la compréhension de la 
physiopathologie de la PL. Pour la première fois, nous décrivons l’expression de PDGFRβ dans les 
cellules T CD30+ de PL et cette expression est associée à l’activation de la voie Notch1. Afin de 
confirmer ces résultats, nous souhaitons tester les lignées JK et MAC2A en présence d’inhibiteur de 
γsécrétase et observer une modulation de l’expression du PDGFRβ. Dans un second temps, la biologie 
des télomères et de la télomérase, doit être approfondie dans ce modèle ; à ce jour, aucun lien entre 
l’expression et l’activité de la télomérase ou la régulation de la longueur des télomères, et Notch1 n’a 
été mis en évidence. 
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5. PATIENTS, MATERIELS ET METHODES  
 
Patients et biopsies cutanées 
L’inclusion des patients est rétrospective. Les consentements et non oppositions ont été recueillis au 
moment du prélèvement qui est conservé dans les services de pathologies concernés (Hôpital Necker – 
Enfants malades, Hôpital Henri Mondor, Hôpital Avicenne) et dans les tumorothèques associées. Le 
matériel ayant permis le diagnostic de papulose lymphomatoïde (PL) est fixé au formol tamponné 
10% et inclus en paraffine et/ou cryo-conservé. Les biopsies cutanées ont été réalisées en zone 
pathologique après consentement éclairé des adultes et des parents des enfants biopsiés. Ont été inclus 
dans l’étude tous les cas de papuloses lymphomatoïdes associées ou non à un lymphome, de l’enfant et 
de l’adulte. Les prélèvements sont diagnostiques. Chez les enfants comme chez les adultes, le 
diagnostic de papulose lymphomatoïde a été porté en fonction des arguments cliniques et des résultats 
anatomo-pathologiques de l’examen de la biopsie cutanée selon les critères reconnus dans la dernière 
classification OMS 2008 des tumeurs des tissus hématopoïétique et lymphoïde. Au total 37 patients, 
23 adultes âgés de 26 à 98 ans et 14 enfants âgés de 2 à 15 ans atteints de papulose lymphomatoïde ont 
été inclus dans les différentes études d’immunohistochimie, immunofluorescence et immuno-FISH. 
Pour certains de ces patients nous possédons un échantillon congelé. Ces prélèvements sont 
disponibles dans les services d’anatomopathologie : Hôpital Necker - Enfants Malades, Paris (Pr 
Nicole Brousse, Dr Sylvie Fraitag), Hôpital Henri Mondor, Créteil (Dr Nicolas Ortonne), Hôpital 
Avicenne, Bobigny (Pr Liliane Laroche).  
 
Immunohistochimie 
Les prélèvements sont fixés au formol tamponné 10% et inclus en paraffine. Les lames sont 
déparaffinées, le démasquage est réalisé à pH=6 (citrate) ou pH=9 (EDTA). Les peroxydases 
endogènes sont bloquées avec du peroxyde d’hydrogène 3% pendant 5 min, rinçage en eau distillée et 
bain de TBST 0,05 mol/L.  
- Technique manuelle : protocole du kit DAKO K0679. Brièvement, l’anticorps primaire est incubé 
30 minutes puis rinçage en bain de TBST 10 min. L’anticorps secondaire biotinylé est incubé 30 
minutes puis rinçage en bain de TBST 10 min. Puis incubation de la streptavidine-HRP pendant 30 
minutes, rinçage en bain de TBST 10 min. Incubation avec le chromogène-substrat DAB pendant 10 
minutes et rinçage à l’eau distillée. Contre-coloration à l’hémalun et carbonate de lithium, montage 
non aqueux avec déshydratation dans différents bains d’alcool 70%, 90% et 100%, puis en bain de 
toluène et montage anhydre permanent avec Entellan. 
  200 
- Technique automatisée en double marquage : automate Menarini Diagnostic.  
 
Immunofluorescence 
Les anticorps primaires et secondaires utilisés pour les différents marquages sont regroupés dans la 
table 1 (en fin de chapitre) 
L’immunomarquage est réalisé soit sur coupes de tissus congelés ou sur cellules étalées sur lame par 
cytocentrifugation (cytospin). Décongélation des lames à température ambiante et fixées en acétone 
froid conservé à -20°C pendant 10 min jusqu’à évaporation complète de l’acétone. Réhydratation en 
bain de PBS 1X pendant 5 (15) min à renouveler 1 fois. Les prélèvements sont entourés par le stylo 
hydrophobe Dakopen. Blocage des sites aspécifiques pendant 45 minutes à une heure avec PBS 1X – 
BSA 2%. Dilution de l’anticorps primaire en PBS 1X – BSA 2% et incubation pendant 1 heure à 
température ambiante. Rinçage en bain de PBS 1X pendant 10 min à renouveler 1 (2) fois. Dilution de 
l’anticorps secondaire fluorescent en PBS 1X – BSA 2% et incubation 1 heure à température ambiante. 
Rinçage en bain de PBS 1X pendant 10 min à renouveler 1 (2) fois. Les noyaux sont marqués 
directement par l’ajout d’une solution de montage contenant du Dapi (Vectashield mounting medium 
with Dapi). Conservation des lames à  +4°C avant lecture au microscope confocal. 
 
FISH sur cellules 
Principe : cette technique permet de mesurer de manière semi-quantitative et comparative la longueur 
des télomères des différentes populations d’intérêt en fonction de l’intensité de fluorescence du signal 
émis par la sonde télomérique (TTAGGG)3-Cy3 hybridée sur les télomères.  L’intensité du signal est 
proportionnelle au nombre de sondes télomériques hybridées aux télomères et à la longueur des 
télomères. 
Cette technique est réalisée sur cytospins ou sur lames fixées avec les fibroblastes adhérents. Ces 
lames peuvent être conservées à -20°C ou -80°C, fixées 10 minutes à température ambiante en PBS 
1X – PFA 2%. Lavage par 3 bains successifs de 5 minutes en PBS 1X. Perméabilisation des cellules 
30 minutes à température ambiante en PBS 1X – BSA 1% - Triton 100X 0,1%. Lavage par 3 bains 
successifs de 5 minutes en PBS 1X. Fixation du marquage en PBS 1X – PFA 1% pendant 5 minutes à 
température ambiante. Déshydratation par bains successifs en éthanol 70% pendant 5 minutes, puis 
éthanol 95% pendant 5 minutes, puis éthanol 100% pendant 5 minutes. Laisser sécher les lames. 
Décongélation de la sonde télomérique (Sonde PNA Cy3 Telo-C), chauffer la sonde 5 min à 70°C, 
vortexer et centrifuger rapidement. Diluer la sonde au 1/100 dans le tampon d’hybridation conservé à -
80°C (Formamide déionisé 70%, Blocking reagent 0,5%, Tris-HCL 10mM) et déposer 10 μL sur la 
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lame, recouvrir d’une lamelle ronde. Amorcer l’hybridation dans Hybrite en chauffant 5 minutes à 
80°C, puis laisser incuber à l’abri de la lumière et à température ambiante pendant 2 heure (cellules ou 
tissu). Rincer 2 fois 15 minutes en bain de formamide 70% Tris-HCL 10mM, la lamelle glissera 
délicatement de la lame. Réhydrater par 3 bains successifs de 5 minutes de PBS 1X. Marquage Dapi 
ou Hoechst dilué en PBS 1X ou montage Vectashield – Dapi. Conservation des lames à +4°C avant 
lecture au microscope confocal. 
 
Immuno-FISH sur coupes tissulaires congelées 
Principe : sur coupe tissulaire de biopsies cutanées de patients atteints de mastocytose ou de papulose 
lymphomatoïde, ce test permet de détecter la longueur des télomères par FISH à l’aide d’une sonde 
télomérique spécifique (TTAGGG)3-Cy3 dans les cellules d’intérêt marquées par un anticorps anti-
CD30 (Lymphocytes T CD30+ de la papulose lymphomatoïde). Les prélèvements de tissu sont fixés 
sur lame 10 minutes à température ambiante en PBS 1X – PFA 2%. Lavage par 3 bains successifs de 5 
minutes en PBS 1X. Perméabilisation des cellules 30 minutes à température ambiante en PBS 1X – 
BSA 1% - Triton 100X 0,1%. Si la technique est réalisée sur coupe de tissu congelé, bloquer les sites 
de fixation non spécifique en PBS 1X – BSA 2% pendant 1 heure. Retirer la solution sans rincer et 
incuber l’anticorps primaire dilué en PBS 1X – BSA 1% pendant 1 heure à température ambiante. 
Lavage par 3 bains successifs de 5 minutes en PBS 1X. Incubation de l’anticorps secondaire 
fluorescent dilué en PBS 1X – BSA 1% pendant 30 minutes à température ambiante et dans 
l’obscurité. Lavage par 3 bains successifs de 5 minutes en PBS 1X. Fixation du marquage en PBS 1X 
– PFA 1% pendant 5 minutes à température ambiante. Déshydratation par bains successifs en éthanol 
70% pendant 5 minutes, puis éthanol 95% pendant 5 minutes, puis éthanol 100% pendant 5 minutes. 
Laisser sécher les lames. Décongélation de la sonde télomérique (Sonde PNA Cy3 Telo-C), chauffer 
la sonde 5 min à 70°C, vortexer et centrifuger rapidement. Diluer la sonde au 1/100è dans le tampon 
d’hybridation conservé à -80°C (Formamide déionisé 70%, Blocking reagent 0,5%, Tris-HCL 10mM) 
et déposer 10 μL sur la lame, recouvrir d’une lamelle ronde. Amorcer l’hybridation dans Hybrite en 
chauffant 5 minutes à 80°C, puis laisser incuber à l’abri de la lumière et à température ambiante 
pendant 2 heure (cellules ou tissu). Rincer 2 fois 15 minutes en bain de formamide 70% Tris-HCL 
10mM, la lamelle glissera délicatement de la lame. Réhydrater par 3 bains successifs de 5 minutes de 
PBS 1X. Marquage Dapi ou Hoechst dilué en PBS 1X ou montage Vectashield – Dapi. Conservation 
des lames à +4°C avant lecture au microscope confocal. 
 
Traitement d’image en microscopie confocale 
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L’acquisition des images est réalisée sur microscope confocal LSM700, logiciel d’acquisition ZEN 
2010 sur la plateforme d’imagerie de Necker avec l’aide de Raphaëlle Devaux et Nicolas Goudin. Le 
traitement des images acquises est réalisé grâce au logiciel ImageJ. 
 
Culture cellulaire 
Les lignées cellulaires JK et MAC2A sont cultivées en milieu RPMI 1640 – SVF10% - 1% L-
Glutamine – 1% Pénicilline / Streptomycine, à 2.105 cellules /ml. 
 
Test de sensibilité aux inhibiteurs de tyrosine kinase 
Les lignées JK et MAC2A sont cultivées 24h et 48h en présence de concentration croissante d’ITK : 
STI571 et AB1010 sont à concentration initiale de 10mM dilué en DMSO et testés en culture à 100nM, 
200nM, 500nM, 1000nM et 10000nM. SU11248 est à concentration initiale de 2mM dilué en DMSO 
et testés en culture à 10nM, 50nM, 250nM et 500nM. (A noter : SU11248 est auto-fluorescent en 
FITC). Les cellules sont ensuite marquées à l’iodure de Propidium. Lecture au cytomètre Calibur, 
traitement des données par le logiciel FlowJo. 
 
Extraction de l’ARN 
Les ARN sont extraits à l’aide du kit d’extraction Roche High pure isolation kit, référence 
11.828.665.001 et selon le protocole fourni. A partir de culots secs de 2. 105 cellules ou 1. 106 cellules 
conservés à -80°C ou de fibroblastes cultivés en plaque 6 puits (2. 105 cellules par puits), les cellules 
sont lysées avec 600 μL de solution de lyse (200 μL PBS 1X, 400 μL « lysis buffer »). Incubation 10 
min sous agitation. Pour les culots secs, la totalité du volume est déposée sur colonne, pour les HDF 
en plaque, les cellules sont décollées au grattoir et transférées sur colonne, centrifugées 15 secondes à 
10000 rpm, l’éluât est éliminé. Dénaturation de l’ADN à la désoxyribonucléase I (DNAse I), fournie 
lyophilisée dans le kit et remise en suspension comme conseillé par le fournisseur dans « Eluate 
buffer ». Dépôt sur la colonne de 100 μL de solution DNAse (composée de 10 μL de DNAse 
reconstituée, 90 μL de « DNAse buffer), incuber 20 minutes à température ambiante. Lavages 
successifs : déposer sur la colonne 500 μL de « Washing buffer I », centrifugation 15 secondes à 
10000 rpm, l’éluât est éliminé. Déposer sur la colonne 500 μL de « Washing buffer II », centrifugation 
15 secondes à 10000 rpm, l’éluât est éliminé. Déposer sur la colonne 200 μL de « Washing buffer II », 
centrifugation 2 minutes à 12000 rpm, l’éluât est éliminé. Elution de l’ARN avec 30 μL d’H2O 
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RNAse free et centrifugation 1 minute à 10000 rpm. Conserver immédiatement sur glace et dosage de 
la concentration au Nanodrop, puis conservation des ARN extraits à -80°C. 
 
Production de cDNA 
Le volume final est de 13 μL : 10 μL d’H20 RNAse free contenant 1μg d’ARN, et 3 μL de mix 
contenant 1 μL de ramdom primer, 1 μL DNTP 10mM, 1μL H20 RNAse free. Programmation du 
cycle : 5 minutes à 25°C, 5 minutes à 65°C, 1 minute à 4°C. Reprendre les échantillons et ajouter 7 μL 
de mix contenant : 4 μL 5X Reaction buffer, 1 μL RNAse Out, 1 μL DTT, 1 μL Superscript III, pour 
un volume final de 20 μL. Programmation du cycle : 60 minutes à 50°C, 15 minutes à 70°C, 
conservation à 4°C. Traitement des cDNA obtenus avec 1 μL RNAse H, incubation 20 minutes à 37°C 
et conservation définitive à -20°C. 
 
  204 
Séquençage des exons 26, 27, 28 et 34 de NOTCH1 et des exons 9, 10 et 12 de FBXW7 
A partir de l’ADN extrait des biopsies cutanées des patients suspects de diagnostic de papulose 
lymphomatoïde pour exploration de la clonalité lymphoïde T et dont le diagnostic a été confirmé, les 
exons 26, 27, 28 et 34 de NOTCH1 et les exons 9, 10 et 12 de FBXW7 ont été séquencés. Les PCR ont 
été réalisés avec les primers pour NOTCH1 : exon 26, exon 27, exon 28, exon 34. Pour FBXW7 : Exon 
9, exon 10, exon 12 (Asnafi et al., 2009).  
PCR d’amplification des exons cibles : pour les exons 26, 27, 28 et 34 de NOTCH1 : 1 μL d’ADN 
concentré à 100ng/μL sont ajoutés à 49 μL de mix composé de 26,75 μL H2O, 5 μL tampon Qiagen 
10X, 5 μL dNTP 2mM, 1 μL primer sens et 1 μL de primer anti-sens concentré à 10 μM, 10 μL de 
solution Q, 0,25 μL Taq Polymerase Hotstar. Programmation de la PCR pour les exons 26 et 34 : 15 
minutes à 95°C, 5 cycles : 45 secondes à 94°C, 1 minute à 64°C, 1 minutes 30 secondes à 72°C. 5 
cycles : 45 secondes à 94°C, 1 minute à 62°C, 1 minutes 30 secondes à 72°C. 20 cycles : 45 secondes 
à 94°C, 1 minute à 60°C, 1 minutes 30 secondes à 72°C. Puis 10 minutes à 72°C et maintien à 15°C 
final. Programmation de la PCR pour les exons 27 et 28 : 15 minutes à 95°C, 35 cycles : 45 minutes à 
95°C, 1 minute à 64°C, 1 minutes 30 secondes à 72°C et maintien à 15°C final. Pour les exons 9, 10 et 
12 de FBXW7 : 1 μL d’ADN concentré à 100ng/μL sont ajoutés à 49 μL de mix composé de 40,75 μL 
H2O, 5 μL tampon Qiagen 10X, 1 μL dNTP 10mM, 1 μL primer sens et 1 μL de primer anti-sens 
concentré à 10 μM, 0,25 μL Taq Polymerase Hotstar. Programmation de la PCR : 15 minutes à 95°C, 
35 cycles : 45 secondes à 95°C, 1 minute à 52°C, 1 minutes 30 secondes à 72°C et maintien à 15°C 
final. Les produits de PCR sont migrés sur gel d’agarose 2% - BET avec bleu de charge afin de 
vérifier la correcte amplification. Les produits de PCR sont purifiés avec le gel de purification : P-100 
REF 150-4174 – BioRad en plaque filtre 96 puits Multiscreen Filter Plates (MAHVN4510 – 
Millipore). Déposer dans chaque puits et sans toucher le gel la totalité du produit de PCR, centrifuger 
5 min 1100tr/min sur plaque MicroAmp Optical Taqman 96 puits. Sur une nouvelle plaque, dans 
chaque puits déposer au total 15 μL de mix composé de 12 μL H2O DNAase RNAase Free, 1 μL 
primer dilué à 4 μM (sens ou anti-sens et non les deux dans le même puits) et 2 μL de produit de PCR 
purifié.  A noter, pour l’exon 10 de FBXW7, seul le produit de PCR du primer anti-sens sera séquencé. 
La plaque est fermée et transportée à la plateforme de séquençage de l’hôpital Cochin, Paris. 
 
RT-Q-PCR hTERT 
La RT-Q-PCR est réalisée sur plaque 96 puits. Le volume final est de 25 μL. Les échantillons sont 
testés en triplicate. Les cDNA sont préalablement dilué au 1/10è. 5 μL de cDNA dilué sont ajouté aux 
20 μL de mix composé de : 6,75 μL H2O RNAse free, 13 μL Master mix, 0,25 μL de primer sens et 
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0,25 μL de primer anti-sens concentré à 30 μM, 0,25 μL de sonde concentrée à 20 μM. Les primers et 
sondes utilisés sont commandées chez Applied biosystem. Le contrôle est HPRT1. 
 
Western Blot 
Les culots secs de cellules ou les fibroblastes cultivés en plaque et préalablement lavés en PBS 1X 
sont lysés avec 50 à 100 μL de tampon Laemli 1X (Laemli 2X : Tris pH 6,8 100mM, 4% SDS, 20% 
Glycérol) en fonction de la taille du culot, chauffé préalablement à 95°C, incuber 5 minutes à 95°C et 
conserver à -80°C ou doser les protéines avec le kit BCA. En plaque 96 puits à fond plat, une gamme 
d’étalonnage de BSA est obtenue par dilution de 0 à 200mg/mL. Les extraits protéiques sont dilués au 
1/50è et dosés en duplicate. Après 1 heure d’incubation à 56°C, la densité optique est mesurée au 
spectrophotomètre à la longueur d’onde de 570 nm. Les concentrations sont ensuite calculées en 
fonction de la droite obtenue avec les valeurs de la gamme d’étalonnage. Les protéines sont diluée en 
beta mercaptoéthanol 10% au 1/3 et peuvent être ainsi conservées à -20°C. Préparation d’un gel 
d’acrylamide à 8,75% pour la migration des protéines en deux phases : gel de séparation et gel de 
stacking. Gel de séparation : 4,4 mL H2O déionisée, 2,5 mL Tris HCL Ph8,8 1,5M, 100 μL SDS 10%, 
2,91 mL Acrylamide/Bisacrylamide 30%, 50 μL APS 10%, 5 μL Temed. Couler le gel et compléter 
avec SDS 0,1% jusqu’à polymérisation (30 à 45 minutes). Retirer le SDS liquide en surface et couler 
le gel de stacking avec le peigne : 6,1 mL H2O déionisée, 2,5 mL Tris HCL Ph6,8 0,5M, 100 μL SDS 
10%, 1,33 mL Acrylamide/Bisacrylamide 30%, 50 μL APS 10%, 10 μL Temed. Polymérisation 
pendant 30 à 45 minutes. Dépôt des protéines sur le gel : les cassettes avec gel de migration sont 
installées dans les cuves remplies de « running buffer 1X» (Running buffer 10X : 30 g TRIS, 144 g 
Glycine, 5 g SDS pour 1 L H20). 30 μg de protéines diluées en mercapto-éthanol sont déposées dans 
les puits. Migration 45 minutes à 70 Volt puis 2 heures à 130 Volt, à surveiller en fonction de la 
migration du marqueur de taille. Etape de transfert des protéines sur membrane PVDF préalablement 
réhydratée 10 minutes en éthanol 100% puis dans le « tampon de transfert 1X » (Tampon de transfert 
10X : 3,18 g Na2CO3 30 mM, 8,40 g NaHCO3 100mM, Pour 1 L H20, Tampon de transfert 1X : 
100mL tampon de transfert 10X, 700 mL H20, 200 mL éthanol 100%). Le transfert est réalisé sur la 
nuit en chambre froide, à 30 Volt. Après transfert, les membranes sont séchées et réactivées en bain 
d’éthanol 100% pendant 10 minutes sous agitation. Rinçage en tampon de transfert 2 fois 5 minutes. 
Les membranes peuvent être colorées à l’amidoblack pour visualiser le smir protéique, puis décoloré 
en acide acétique 10%, éthanol 10%, H20. Les membranes sont ensuite découpées en fonction du 
marqueur de taille puis blocage des sites protéiques aspécifiques en TTBS 1X – BSA 3% pendant 45 
min (TTBS 10X : 100mL Tris – HCL 1M Ph7,2, 90 g NaCl, 5 mL Tween 20, pour 1 L H2O). 
Incubation avec anticorps primaire dilué en TTBS 1X – BSA 1% à +4°C toute la nuit sous agitation. 
Lavages 3 fois 10 minutes en TTBS 1X, incubation avec anticorps secondaire HRP dilué en TTBS 1X 
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– BSA 1% 1 heure à température ambiante sous agitation, lavages 3 fois 10 minutes en TTBS 1X. 
Révélation avec kit de chimioluminescence et visualisation sur automate Chemidoc BioRad, logiciel 
de traitement d’image BioLabs. 
 
Chromatin immunoprécipitation : ChIP 
Cette technique est réalisée à l’aide du kit « EZ-Magna ChIP », Millipore. Principe : cette technique 
permet de vérifier si la protéine cible est fixée à l’ADN. Tous les contrôles nécessaires sont inclus 
dans le kit : Immunoglobuline contrôle de lapin, primers contrôles de la GAPDH humaine pour la 
PCR. Brièvement, les cellules sont fixées en formaldéhyde afin de « crosslinker » les protéines à 
l’ADN. Les cellules sont lysées et le lysat est soniqué afin que la chromatine soit fragmentée (200 à 
1000pb) pour permettre une meilleure résolution et une meilleure détection des cibles. L’étape 
d’immunoprécipitation permettra d’isoler la protéine d’intérêt liée au fragment d’ADN. L’ADN sera 
ensuite purifié, et la PCR avec primers et sonde de la séquence cible sera réalisée. Etape de 
crosslinking et lyse : 7. 106 cellules des lignées JK et MAC2A testé avec et sans ligand de Notch1 (1 
μg/mL Jagged 1) sont fixées avec 550 μL formaldéhyde pour 20mL de milieu. Incuber 10 minutes à 
température ambiante sous agitation. Ajouter 2 mL Glycine 10X dans chaque tube. Incuber 5 minutes 
à température ambiante sous agitation. Centrifuger et décanter. Rincer 2 fois avec 20mL PBS 1X froid, 
centrifuger et décanter. Préparer 10 μL « protease inhibitor cocktail II» dans 2 mL PBS 1X froid pour 
chaque condition, ajouter ces 2 mL à chaque tube, centrifuger 5 minutes 800 rpm, décanter et travailler 
sur glace. Ajouter 2,5 μL « protease inhibitor cocktail II» dans 0,5 mL Cell Lysis buffer pour chaque 
condition. Incuber sur glace 15 minutes en vortexant toutes les 5 minutes, centrifuger 5 minutes 800 
rpm, décanter. Ajouter 2,5 μL « protease inhibitor cocktail II» dans 0,5 mL Nuclear Lysis buffer pour 
chaque condition. Etape de sonication : Vérifier la taille des fragments obtenus par migration sur gel 
d’agarose avec marqueur de taille. Etape d’immunoprécipitation (IP): Préparer 2,25 μL « protease 
inhibitor cocktail II» dans 450 μL Dilution buffer pour chaque condition, penser aux contrôles négatifs 
anticorps anti-IgG rabbit et anti-RNA polymerase II en plus des échantillons à tester. Sur glace et à 
partir de 50 μL d’échantillon soniqué à tester avec contrôles négatifs pour chaque condition, Ajouter 
450 μL Dilution buffer avec inhibiteur de protéase. Réserver 1% (5 μL) de chaque condition comme 
« input » et conserver à +4°C. Ajouter 2 μg d’anticorps anti-NOTCH1, d’anticorps anti-RNA 
polymerase II et d’anticorps anti-IgG rabbit pour chaque condition dans des tubes séparés et 20 μL de 
billes magnétiques couplées à la protéine A. Incubation sur roue « over night » à+4°C. A l’aide d’un 
rack magnétique, placer le tube sur le rack et culoter les billes, décanter, laver avec 500 μL « Low Salt 
Immune Complex Wash buffer », incuber 5 minutes sur roue, placer le tube sur le rack et culoter les 
billes, décanter, laver avec 500 μL « Hight Salt Immune Complex Wash buffer », incuber 5 minutes 
sur roue, placer le tube sur le rack et culoter les billes, décanter, laver avec 500 μL « LiCl Immune 
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Complex Wash buffer », incuber 5 minutes sur roue, placer le tube sur le rack et culoter les billes, 
décanter, laver avec 500 μL « TE buffer », incuber 5 minutes sur roue, placer le tube sur le rack et 
culoter les billes, décanter. Etape d’élution des protéines du complexe et de « reverse crosslink » 
pour libérer l’ADN : pour chaque condition, préparer 100 μL  « ChIP Elution buffer » avec 1 μL de 
protéinase K. incuber 2 heures à 62°C sur plaque chauffante sous agitation. Incuber 10 minutes à 95°C. 
Refroidir à température ambiante. A l’aide d’un rack magnétique, placer le tube sur le rack et culoter 
les billes, décanter le surnageant à conserver dans un Eppendorf 1,5 mL. Etape de purification de 
l’ADN sur colonnes : pour chaque échantillon et pour 100 μL d’ADN, ajouter 500 μL « Bind Reagent 
A » et transférer sur colonne. Centrifuger 30 secondes à 10000 rpm, éliminer l’éluât. Ajouter 500 μL 
« Bind Reagent B » sur la colonne. Centrifuger 30 secondes à 10000 rpm, éliminer l’éluât, centrifuger 
à nouveau 30 secondes à 10000 rpm, éliminer le tube collecteur et placer la colonne sur Eppendorf 
1,5mL. Ajouter 50 μL « Elution Buffer C », centrifuger 30 secondes à 10000 rpm. Eliminer la colonne, 
conserver l’ADN purifier à -20°C. Etape de PCR : utilisation des primers du promoteur de PDGFRβ 
et GAPDH. 2 μL d’ADN purifié sont ajoutés au mix de PCR composé de 12,6 μL H20, 2 μL 10X PCR 
Buffer sans MgCl2, 0,6 μLMgCl2 (50mM), 1,6 μL 2,5 mM dNTP, 0,8 μL control primer (GAPDH) ou 
0,4 μL primer sens et 0,4 μL primer anti-sens (PDGFRβ), 0,4 μL Taq polymerase (5U/μL). 
Programmation du thermocycleur : 3 minutes à 94°C, 35 à 40 cycles 20 secondes à 94°C, 30 secondes 
à 59°C, 30 secondes à 72°C, terminer par 2 minutes à 72°C. Migration de 10 μL de produit de PCR sur 
gel d’agarose 2% pour vérifier l’amplification. Conservation des produits de PCR à -20°C.  
 
Anticorps Clone Dilution Référence Firme Application 
CD30 Ber-H2 1/30 M0751 Dako Immunohistochimie 
Immunofluorescence 
Immuno-FISH 
SCF-R/c-kit Polyclonal 1/20 AF332 R&D Immunofluorescence 
Immuno-FISH 
Notch1 (C-20) Polyclonal 1/500 
1/20 
sc-6014 Santa Cruz Western Blotting 
Immunofluorescence 
PDGFR β (958) Polyclonal 1/500 
1/20 
sc-432 Santa Cruz Western Blotting 
Immunofluorescence 
Phospho-PDGFR β 
(Tyr751) 
C63G6 1/1000 4549 Cell 
Signaling 
Western Blotting 
hTERT 2D8 1/1000 LS-B95 LifeSpan 
Biosciences 
Immunohistochimie 
 
Table 1 : Anticorps utilisés 
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1. MASTOCYTOSE 
 
Etat des connaissances 
La mastocytose associée à une mutation de KIT forme un groupe de pathologies hétérogènes associant 
des manifestations cliniques et une évolution variable de la maladie en fonction de l’âge des patients. 
A ce jour, il n’existe pas d’autre facteur prédictif de régression de la pathologie que l’âge : chez 
l’enfant, la maladie régresse dans près de 80% des cas, alors qu’elle est persistante chez l’adulte, et 
aucun facteur prédictif d’évolution aiguë agressive vers un sarcome ou une leucémie à mastocytes 
n’est identifié. 
Le diagnostic de la pathologie est le plus souvent fait sur un faisceau d’arguments cliniques associé au 
résultat de la biopsie cutanée ou d’un autre site, mettant en évidence une accumulation de mastocytes. 
Les prélèvements sont actuellement utilisés pour le diagnostic et le génotypage. Il n’existe à ce jour 
pas de classification histopronostique de la mastocytose chez l’homme.  
La physiopathologie des mastocytoses est associée le plus souvent à une mutation de KIT. Chez 
l’adulte, la mutation de KIT est préférentiellement située dans le domaine phospho-transférase (exon 
17), et une association à une mutation de TET2 est observée dans les cas de mastocytose agressive. A 
noter, les mutations de TET2 n’ont pas été recherchées dans les cas de mastocytose de l’enfant (Tefferi 
et al., 2009; Soucie et al., 2012). Chez l’enfant, notre équipe (Bodemer et al., 2010) a montré que la 
mastocytose était associée à une mutation de KIT ; contrairement aux hypothèses « historiques » qui 
en faisaient une pathologie réactionnelle et non tumorale du fait de sa régression dans la majorité des 
cas. Si les mutations de l’exon 17 chez l’enfant sont fréquentes (moins de 40% des cas (Bodemer et al., 
2010) et près de 25% des cas dans notre revue de la littérature), les mutations du domaine juxta-
membranaire ou extracellulaire des exons 8 à 11 sont majoritaires (plus de 45% des cas) alors que 
moins de 3% des adultes présentent ces mutations. De façon intéressante et contre-intuitive, P. 
Dubreuil et al. ont démontré une signalisation intracellulaire différente activée par les mutations de 
l’exon 17 ou des exons 8 à 11 (Yang et al., 2010). 
Ainsi pour une « même » pathologie, il apparaît que les mutations différentes de KIT soient 
responsables d’activation de voies de signalisations différentes, d’évolutions différentes de la maladie 
avec principalement deux groupes : les adultes atteints de mastocytose avec mutation de KIT dans 
l’exon 17 (« mutant adulte », PTD), les enfants atteints de mastocytose avec mutations de KIT dans les 
exons 8 à 11 (« mutants pédiatriques », non PTD). 
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Objectif du projet de thèse 
Notre objectif était de clarifier l’évolution clinique des enfants atteints de mastocytose. En effet, dans 
la littérature de nombreux cas et séries sont publiés mais les données cliniques, de suivi et de 
génotypage sont hétérogènes, rendant parfois difficile la mise en parallèle des données et il n’existe 
pas de directive (« guidelines ») pour le suivi  des patients et leur pronostic.  
Ainsi, il existe deux paradoxes : (1) Pour une « même » maladie, la mastocytose de l’enfant est 
régressive, la mastocytose de l’adulte est une pathologie chronique, (2) il existe de rares cas de 
« transformation en forme très agressive » de mastocytose de l’enfant, soit une évolution 
« paradoxale » d’une pathologie régressive dans près de 80% des cas. 
Notre étude des deux groupes sus-cités a porté sur la compréhension physiopathologique : 
- de la régression des mastocytoses de l’enfant et de la persistance des mastocytoses de l’adulte,  
- de l’évolution péjorative et fatale en sarcome mastocytaire ou leucémie à mastocytes d’un sous-
groupe de patients pédiatriques présentant des mutations « paradoxalement associées » à une 
régression de la maladie. 
Le travail de C. Méni et al. a permis par une méta-analyse systématique de la littérature (1) de 
confirmer que la mastocytose de l’enfant était régressive dans près de 80% des cas, (2) d’établir que la 
proportion de mastocytose agressives et le plus souvent fatales chez l’enfant est réduite, représentant 
seulement 3% des cas (leucémie ou sarcome mastocytaire).  
 
 Résultats et discussion 
De nombreuses étiologies sont associées à la régression tumorale spontanée, nous avons ciblé pour 
notre étude le rôle potentiel des structures nucléoprotéiques télomériques et de la régulation de son 
système d’élongation, la télomérase et les mécanismes d’allongement alternatif des télomères. 
Nous avons ainsi démontré in vivo et in vitro une diminution significative de la longueur des télomères 
dans les mutants pédiatriques, associée in vivo à une augmentation de l’expression et de l’activité de la 
télomérase dans le mutant adulte. In vitro, nous n’avons pas pu ré-induire l’expression et l’activité de 
la télomérase dans notre modèle cellulaire fibroblastique. Sans pour autant « accepter » ce résultat 
négatif, Bryan et al (Bryan et al., 1995) ont déjà démontré la difficulté de ré-induire l’activité 
endogène de cette enzyme dans un modèle de cellule primaire télomérase négative. Une étude 
complémentaire plus sensible quantifiant le raccourcissement télomérique sur chromosomes en 
métaphase doit être réalisée sur le modèle fibroblastique humain. 
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In vitro, nous avons également démontré une sénescence élevée et croissante dans les mutants 
pédiatriques. Dans les mutants adultes la sénescence est stable. Ainsi, dans notre modèle in vitro, le 
mutant pédiatrique induit une sénescence proliférative. Nous devons analyser in vivo sur les biopsies 
cutanées d’enfants atteints de mastocytose mais également d’adultes, l’expression de marqueurs de 
sénescence afin de confirmer les données in vitro : p16, p21, γH2AX. Ces premières données 
corrèlent avec les manifestations cliniques de régression de la maladie chez l’enfant et la persistance 
chez l’adulte, sans pour autant caractériser le lien entre la mutation de KIT et la longueur des télomères. 
Il est difficile de déterminer l’implication de la télomérase in vivo, du fait des résultats obtenus dans 
les modèles in vitro. De ce fait, nous avons émis l’hypothèse de l’implication des protéines associées 
aux télomères et notamment une implication de la régulation de TRF2. En effet, de nombreuses études 
du complexe « shelterin » associé aux télomères ont montré leur rôle dans la régulation de la longueur 
des télomères et dans la protection des télomères contre la reconnaissance par le système de réparation 
des cassures double brin de l’ADN. In vitro, il existe une diminution de l’expression protéique avec un 
signal faible, diffus et punctiforme dans le mutant pédiatrique comparé au mutant adulte 
(supplementary data 2). L’expression de l’ARN de TRF2 est paradoxale, équivalente entre les 2 
modèles pédiatrique et adulte, et augmentée par rapport au contrôle.  
Ces données suggèrent une régulation post-transcriptionnelle et/ou post-traductionnelle de TRF2 dans 
le mutant pédiatrique et impliquent une exploration approfondie de l’expression ARN et protéique de 
toutes les « shelterins » dans ces deux modèles. De plus, pour le modèle pédiatrique, une étude in vitro 
d’immuno-FISH associant TRF2 et l’hybridation de la sonde télomérique permettra de définir si TRF2 
est associé aux télomères ou « soluble » dans le cytosol et le nucléosol. In vivo, nous testerons 
l’expression de TRF2 sur les biopsies cutanées de patient atteint de mastocytose avec mutation PTD et 
non-PTD de KIT. 
TRF2 subit de nombreuses modifications post-traductionnelles (résumées en figure 15 et en table 3), 
notamment phosphorylation, ubiquitination, acétylation, ou sumoylation (Walker and Zhu, 2012). La 
sumoylation des protéines associées aux télomères est un mécanisme majeur impliqué dans la 
recombinaison des télomères (Potts and Yu, 2007) via la présence des PML-NBs recrutés aux 
télomères dans les mécanismes ALT. Les résultats de l’étude de la sumoylation de TRF2 dans les 
différents modèles in vitro pourraient être déterminants dans la compréhension de la régulation de 
l’expression protéique de TRF2 entre les mutants de type pédiatrique et de type adulte. L’acétylation 
de TRF2 a également une incidence majeure sur la stabilisation de TRF2 aux télomères en inhibant 
son ubiquitination, et le défaut d’acétylation de TRF2 entraîne l’apparition de télomères 
dysfonctionnels (Her and Chung, 2013). Une autre hypothèse à explorer dans ce modèle est l’impact 
de l’activation de la voie p53 sur TRF2 dans les cellules sénescentes. Fujita et al (Fujita et al., 2010) 
ont démontré une régulation négative de l’expression de TRF2 après activation de la voie de p53 dans 
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les cellules sénescentes. La recherche de la présence de télomères dysfonctionnels appuierait la thèse 
de la potentielle instabilité génétique de ce modèle. Par ailleurs, l’étude du statut de phosphorylation et 
de sumoylation de TRF2 dans les différents modèles mutants de KIT permettrait de déterminer le rôle 
de cette protéine sur le raccourcissement télomérique observé dans le modèle pédiatrique. 
Enfin, l’étude quantitative de l’expression des protéines (ATM, CHK2, MMS21) impliquées dans la 
phosphorylation et la sumoylation de TRF2 dans les différents mutants de KIT permettra de mieux 
comprendre la régulation de la biologie des télomères médiée par c-Kit. 
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Figure 15 : Représentation schématique de la protéine TRF2 (Walker and Zhu, 2012). 
GAR : Glycine and arginine rich domain. TRFH : TRF homology domain. NLS: nuclear localization 
signal. Myb : Myb-like domain. Sites de phosphorylation en noir, sites d’ubiquitynilation en bleu, sites 
de SUMOylation en vert,  et sites de methylation en rouge. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Table 3 : Modifications post-transcriptionnelles de TRF2 (Walker and Zhu, 2012). 
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Ainsi, ces résultats et hypothèses suggèrent une potentielle instabilité génétique dans les mutants 
pédiatriques, contrairement aux mutants adultes, (1) par l’augmentation de la proportion de cellules 
sénescentes qui favorise l’instabilité génétique ; (2) par la diminution d’expression de TRF2 ou sa 
possible régulation négative post-transcriptionnelle. Sans pour autant comprendre à ce jour si ces 
mécanismes sont «  cause ou la conséquence ». 
L’étude des sarcomes mastocytaires (Georgin-Lavialle et al., 2012) nous permet d’étayer cette 
hypothèse. L’étude de l’évolution de la longueur des télomères dans un mutant fibroblastique portant 
la mutation KIT V560G étudiée (identique au sarcome) diminue après de nombreux passages 
contrairement au mutant adulte dont la longueur des télomères reste stable. La longueur des télomères 
dans le sarcome mastocytaire est hétérogène et supérieure au témoin. L’expression ou activité de la 
télomérase n’est pas détectable. Nous avons détecté la présence d’APBs dans les cellules c-Kit 
positives. L’expression de TRF2 dans les cellules sarcomateuses est limitée aux APBs et de faible 
intensité. L’expression de TRF2 dans les cellules du microenvironnement n’exprimant pas c-Kit est 
nettement positive. Il existe une expression intense de p53 dans les cellules sarcomateuses. Le statut 
fonctionnel et mutationnel de p53 chez la levure n’a pas été recherché et doit être exploré dans ces 
pathologies. L’activation de la voie p53 participerait à la diminution d’expression de TRF2 (Fujita et 
al., 2010). 
Enfin, il serait intéressant d’étudier la présence et le statut mutationnel d’ATRX dans les mastocytoses 
pédiatriques et les sarcomes mastocytaires. La perte de fonction d’ATRX favorise l’apparition du 
phénotype ALT (Jiao et al., 2011; Bower et al., 2012; Heaphy et al., 2012; Lovejoy et al., 2012; 
Schwartzentruber et al., 2012).  
 
Ainsi, les mastocytes portant une mutation pédiatrique de KIT associent des télomères courts et une 
sénescence proliférative induisant la « clairance » de la prolifération mastocytaire. L’étape de 
sénescence est critique pour la cellule, favorisant l’instabilité génétique. L’apparition de dysfonctions 
télomériques observées dans la phase de sénescence, associée à l’activation du mécanisme 
d’allongement alternatif des télomères pourrait entrainer l’accumulation d’anomalies génétiques et 
chromosomiques secondaires. L’échappement au système de surveillance du cycle cellulaire et la non 
réparation des dommages de l’ADN entraîneraient la transformation du mastocyte tumoral sénescent 
en mastocyte tumoral prolifératif faisant évoluer la mastocytose pédiatrique régressive en pathologie 
agressive, rare mais fatale chez l’enfant et l’adulte jeune. 
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2. PAPULOSE LYMPHOMATOÏDE 
 
Etat des connaissances 
La papulose lymphomatoïde (PL) est une pathologie spontanément régressive sans distinction d’âge, 
chez l’enfant ou l’adulte. La régression des lésions cutanées est obtenue sans traitement sur plusieurs 
semaines, les manifestations cliniques sont hétérogènes entre les patients et les évolutions sont 
différentes d’un patient à l’autre. Les régressions définitives sans traitement de la maladie peuvent être 
observées. La maladie peut également être chronique, avec l’apparition et la disparition régulières de 
papules. La papulose lymphomatoïde peut s’associer à un lymphome clonalement lié à la PL, ce qui 
concerne jusqu’à 20% des patients selon les séries publiées. Il n’existe à ce jour aucun facteur prédictif 
d’évolution vers le lymphome. 
 
Objectif du projet de thèse 
Notre étude a porté sur la compréhension d’une part de la phase proliférative et d’autre part de la 
phase de régression spontanée des lésions de PL. Peu de données fondamentales sont publiées mettant 
en avant surtout le rôle anti-tumoral du microenvironnement. 
 
 Résultats et discussion 
L’étude de la physiopathologie de la phase proliférative avec expression du PDGFRβ et de sa forme 
phosphorylée ne paraît pas déterminante. L’action des inhibiteurs de tyrosine kinase (ITK) sur les 
lignées de PL n’induit ni augmentation de l’apoptose (données non présentées car non significatives) 
ni nécrose, sauf à des doses élevées de 10microM. Les ITK ici utilisés ciblent de nombreux récepteurs 
à activité TK mais pas tous. Notamment, nous n’avons pas exploré l’expression de l’EGFR par les 
cellules tumorales et les ITK utilisés n’ont pas d’action inhibitrice spécifique sur ce récepteur. C’est 
donc une piste intéressante à explorer. 
Si la prolifération ne semble pas être secondaire à l’activation du PDGFRβ, son expression dans les 
lymphocytes T CD30+ in vivo et in vitro n’est pas physiologique. Nous avons souhaité étudier le 
mécanisme d’expression de ce récepteur et avons établi que Notch1 fixe le promoteur de PDGFRβ. 
Nous testerons nos lignées en présence de ligand de Notch1 et de son inhibiteur (inhibiteur de gamma 
sécrétase) afin de moduler l’expression de PDGFRβ. 
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L’étude de la phase de régression des lésions de PL a été associée au rôle potentiel des télomères et de 
la régulation de leur longueur. Nous avons démontré in vivo que les cellules CD30+ avaient des 
télomères courts par rapport aux cellules du microenvironnement. L’étude de l’expression protéique 
de la télomérase ne paraît pas concluante avec une expression hétérogène en double marquage 
immunohistochimique, ne corrélant ni avec l’âge, ni avec la présence d’une clonalité lymphoïde T, ni 
avec les caractéristiques de l’environnement inflammatoire. Notre cohorte est réduite et ne permet pas 
d’isoler confortablement deux groupes de patients. De plus les renseignements cliniques d’évolution 
de la maladie sont à recueillir.  
In vitro, les lignées cellulaires JK et MAC2A expriment de manière différentielle la télomérase 
(hTERT mRNA) et cette expression est corrélée à la longueur des télomères. JK exprime peu la 
télomérase, et les télomères sont plus courts que pour MAC2A. La lignée JK est issue d’un patient 
ayant évolué vers un lymphome anaplasique, la lignée MAC2A est issue d’un patient ayant développé 
trois lymphomes (Kadin et al., 1994; Schiemann et al., 1999). La création de lignées de papulose est 
complexe car les cellules ne prolifèrent pas en culture. Ces lignées sont donc issues de lymphomes 
anaplasiques secondaires à une PL, clonalement identiques à la PL. Une étude de QTRAP pour 
mesurer l’activité de la télomérase dans ces lignées doit également être réalisée.  
Cette étude préliminaire suggère un rôle des télomères et de la télomérase dans la physiopathologie de 
la papulose lymphomatoïde, de sa régression et peut-être de son évolution vers le lymphome. 
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3. CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES 
 
Les tumeurs spontanément régressives sont décrites et rapportées dans la littérature le plus souvent 
sans étude fondamentale associée décrivant les mécanismes de régression. 
Nous avons étudié en hématopathologie un exemple de syndrome myéloprolifératif, la mastocytose et 
un exemple de syndrome lymphoprolifératif, la papulose lymphomatoïde. Ces deux pathologies ont 
des points communs : (1) décrites respectivement comme un syndrome myélo- et lymphoprolifératif, 
et inscrites dans la classification OMS des tumeurs du tissu hématopoïétique et lymphoïde, (2) ce sont 
des pathologies clonales, (3) elles se manifestent par des lésions cutanées, (4) leur évolution est 
marquée par la régression spontanée des lésions et/ou de la maladie, (5) leur évolution est marquée par 
une « transformation » de la maladie en sarcome ou leucémie à mastocytes pour la mastocytose (rare) ; 
en lymphome pour la papulose lymphomatoïde (plus fréquente). 
Dans ce travail de thèse, nous avons démontré une corrélation entre la longueur des télomères et 
l’évolution des maladies, pour les mastocytoses de l’enfant, et la papulose lymphomatoïde chez 
l’enfant et l’adulte.  
L’étude portant sur la mastocytose nous permet de comprendre plus clairement la 
physiopathologie de la régression des mastocytoses de l’enfant, de la persistance des mastocytoses de 
l’adulte, et d’expliquer en partie le potentiel oncogénique agressif des « mutants pédiatriques » de KIT. 
En pratique, la surveillance clinique des enfants atteints de mastocytose n’est pas à négliger sous 
prétexte que la pathologie est le plus souvent régressive. Le génotypage de KIT doit être systématique 
pour tous les patients et les lésions persistantes ou rapidement évolutives doivent systématiquement 
être biopsiées, sans délai. 
Une étude de « routine », « simple », de la longueur des télomères par PCR et la recherche d’ALT 
toujours en PCR (Lau et al., 2013) pourrait être instaurée et renouvelée au cours du suivi si nécessaire, 
recherchant un allongement des télomères au cours de la maladie, prédictif d’une éventuelle 
transformation. La recherche de mutations d’autres gènes comme TP53, TET2 et ATRX doit être 
discutée dans le suivi de ces patients, ainsi que de nouvelles biopsies cutanées au cours du suivi, 
destinées à évaluer la persistance ou la régression de la maladie. Par ailleurs, les critères cliniques et 
biologiques de suivi des patients atteints de mastocytose doivent être standardisés. 
Ces éléments biologiques permettraient pour la première fois d’identifier les enfants à risque de 
développer une pathologie agressive et d’emblée, d’instaurer un suivi clinique et une prise en charge 
thérapeutique à définir, adaptée pour ce groupe particulier de patient à risque.  
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L’étude portant sur la papulose lymphomatoïde est préliminaire. Notre objectif est de 
progresser dans ce travail en approfondissant le rôle de Notch1 et de la biologie des télomères. 
En perspective, nous souhaitons recueillir les données précises de présentation clinique et d’évolution 
des patients présentant une PL, associée ou non à un lymphome. La longueur des télomères et 
l’expression de la télomérase doit être étudiée dans les biopsies de patients évoluant vers un 
lymphome, avec comme groupe contrôle des lymphomes anaplasiques cutanés primitifs (pALCL) non 
associés à une papulose lymphomatoïde, dont le diagnostic différentiel est parfois difficile à faire. Les 
patients ont déjà été recrutés grâce au Pr Laroche (Avicenne), et au Dr Ortonne (Créteil).  
Plusieurs hypothèses sont à démontrer : (1) une étude de l’état de sénescence in vivo (expression de 
p16, longueur des télomères) doit être réalisée dans le groupe de PL comparé au groupe pALCL. Les 
résultats permettraient de « trancher » lors des diagnostics difficiles entre une PL et un ALCL si nous 
confirmons l’hypothèse que, comme dans la mastocytose, les cellules de PL sont sénescentes et pas 
celles du lymphome anaplasique. Et l’étude de l’expression de TRF2 pourrait également être 
informative. (2) À partir d’une ChIP réalisée avec l’immunoprécipitation de Notch1, il est nécessaire 
de vérifier si Notch1 se fixe sur le promoteur de la télomérase. En effet, la proportion de Notch1 clivé 
parait supérieure dans la lignée MAC2A, elle-même exprimant plus la télomérase. (3) Les mesures de 
la longueur des télomères dans les cellules T CD30+ de PL et de l’expression de la télomérase 
permettraient d’identifier un groupe de patients à risque de développer un lymphome. 
 
En conclusion, l’étude de la physiologie des télomères dans ces deux hémopathies, permet de mieux 
comprendre le caractère régressif de la mastocytose et probablement celui de la papulose 
lymphomatoïde. Ce modèle pourrait s’appliquer à d’autres pathologies « tumorales » spontanément 
régressives, mais également à d’autres pathologies associées à une activation constitutive d’un 
récepteur à activité tyrosine kinase.   
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